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Az autofágia (a görög „auto” saját és „phagy” evés szavak összevonásából származik, 
„önemésztést” jelent) olyan sejttani folyamat, amely során a citoplazma egy részlete 
lizoszómákba jut, majd ott lebontásra kerül (Klionsky és Ohsumi, 1999). Az így lebontott 
sejtalkotók újra hasznosulhatnak a felépít  folyamatokban. Az autofágia els sorban a hosszú 
életidej  fehérjék „turnover”-ében, valamint a hibás, károsodott makromolekulák és 
sejtszervecskék lebontásában játszik alapvet  szerepet. Az autofágia morfológiai leírása az 
1950-as években kezd dött meg (Clark, 1957). Mivel az autofágiát kezdetben csak 
elektronmikroszkópiával tudták tanulmányozni, a folyamat molekuláris mechanizmusáról 
évtizedekig szinte semmit sem tudtak. Az áttörést az autofágia éleszt ben történt jellemzése 
hozta meg. Mai ismereteink alapján az autofágia molekuláris és sejttani mechanizmusa 
konzervált módon található meg az összes eukarióta él lényben. 
Az autofágia els sorban az eukarióta sejtek környezeti (tápanyaghiány, hipoxia, magas 
h mérséklet, stb.) és endogén (károsodott vagy felesleges sejtalkotók, hormonok, növekedési 
faktorok és mitogének) stresszfaktorokra adott válaszfolyamata. Magasabbrend ekben olyan 
fiziológiai folyamatokban vesz részt, mint a sejtnövekedés és -osztódás, a sejtöregedés, 
valamint az intracelluláris paraziták elleni védelem (Sachs és mtsai., 1977; Liang és mtsai., 
1998; Levine és Kroemer, 2008). A differenciálódás során az autofágiának kitüntetett szerepe 
van a sejtalkotók átstruktúrálásában. A folyamat hiperaktív m ködése a sejt pusztulását (II. 
típusú programozott sejthalál) okozhatja (Klionsky és Emr, 2000). Ez az un. autofág sejthalál 
genetikailag szoros kapcsolatban áll az apoptózissal (I. típusú programozott sejthalál) 
(Takács-Vellai és mtsai, 2005; Levine és Kroemer, 2008). Az autofágia kóros m ködése 
számos humán betegséggel hozható összefüggésbe. Ezek közül a rák, a szívizomsorvadás 
(cardiomiopathia), izomrendellenességek és neurodegeneratív elváltozások a legfontosabbak 
(Mariño és López-Otín, 2004; Levine és Kroemer, 2008). 
Az intracelluláris fehérjék lebontása két módon mehet végbe: lizoszóma-függ  
autofágiával vagy a lizoszóma-független ubiquitin-proteaszóma rendszerrel (Klionsky és Emr, 
2000; Salvador és mtsai, 2000; Klionsky és mtsai., 2003). Míg a proteaszóma rendszer 
els sorban a rövid életidej  fehérjék, addig az autofágia a hosszú életidej  fehérjék, valamint 
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egyéb károsodott makromolekulák és sejtszervecskék eltávolítását végzi. Annak 
függvényében, hogy a lebontásra kijelölt citoplazma részlet hogyan jut a lizoszómákba, az 
autofágia három alapvet  típusát különböztetjük meg: mikroautofágia, chaperon-közvetített 
autofágia és makroautofágia (1. ábra) (Klionsky, 2005). A mikro-autofágia során a citoszól 
részletei közvetlenül a lizoszóma határoló membránjának bet r désével (invagináció) 
kebelez dnek be. A chaperon-közvetítette autofágia a KFERQ pentapetid motívumot hordozó 
fehérjék lebontására specializálódott. Az ilyen fehérjéket egy chaperon-komplex jelöli meg, 
majd egy speciális lizoszóma membrán receptoron (LAMP 2A) keresztül jutnak a 
lizoszómába.
1. ábra. Az autofágia három ala vet  formája. A makroautofágia a hosszú életidej  
fehérjék és az organellumok lebontására speciálódott folyamat. A folyamat során a 
lebontandó komponenseket kett s-membrán struktúrával határolódak el a citoplazma többi 
részét l. A képz dött autofagoszóma kés bb lizoszómával fúziónál, ahol tartalma a bels  
membránnal együtt lebomlik. A mikroautofágia során a citoplazma a lizoszóma határoló 
membránjának bet r désével közvetlenül jut a lizoszómába (invagináció). A chaperon-
közvetített autofágia azon fehérjék lebontásáért felel s, amelyek egy chaperon komplex által 
felismerhet  speciális motívumot tartalmaznak. A jelölt fehérjék a LAMP-2 fehérjén át jutnak 
a lizoszómába.
A makroautofágia (a makroautofágiát az egyszer ség kedvéért továbbiakban 
autofágiának nevezem) során a citoplazma egy részlete kett s membránnal határolódik el a 
sejt többi részét l (2. ábra). Az izoláló membrán növekedését az iniciációs és nukleációs 
lépések el zik meg. Az iniciációs lépés során az autofagoszóma kialakulásához és 
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növekedéséhez szükséges lipid és fehérje komponenseket toborzódnak (Klionsky, 2005). A 
nukleáció az izoláló membrán kialakulásának els  lépése (Klionsky, 2005). A növekedés 
végén a membrán összezárul, az így képz dött vezikulát autofagoszómának nevezzük, 
melynek átmér je 300-900 μm (Baba és mtsai., 1994). Az autofagoszóma ezután 
lizoszómával/vakuólával egyesül. A keletkezett struktúrát autolizoszómának/autofág 
vakuólának nevezzük. Az autolizoszóma tartalmát a savas hidrolázok bontják le. Az így 
keletkezett termékek a felépít  folyamatokban újrahasznosulhatnak. 
1.1.1. Az autofágia molekuláris mechanizmusa
Az autofágia molekuláris mechanizmusát el ször az éleszt  Saccharomyces cerevisiae
szervezetben írták le. Ebben az egysejt  szervezetben az autofág vakuóla (a soksejt ek
autolizoszómájával analóg struktúra) már fénymikroszkóp segítségével is vizsgálható 
(Klionsky és Emr, 2000). Ez technikailag lehet vé tette az autofág-deficiens éleszt  törzsek 
izolálására irányuló genetikai „screen”-ek kivitelezését, amelyek révén a 90-es években 
számos autofágiában szerepet játszó éleszt  gént azonosítottak (Khalfan és Klionsky, 2002; 
Noda és Ohsumi, 2004; Thumm és mtsai, 1994). Ezeket a faktorokat autofág géneknek 
(autophagy-related genes, ATG) nevezték el (Klionsky és mtsai., 2003). Kés bb kiderült, 
hogy az ATG gének egy jelent s része multifunkcionális: nemcsak az autofágiában, hanem az 
un. „cytoplasma-to-vacuole targeting” (Cvt) bioszintetikus útvonalban is szerepet játszanak 
(Khalfan és Klionsky, 2002). Ez idáig 27 éleszt  ATG gént azonosítottak éleszt ben (Holen és 
mtsai., 1992; Beck és Hall, 1999; Kamada és mtsai., 2000; Scott és mtsai., 2000; Uetz és 
mtsai., 2000; Shintani és mtsai., 2002; Abeliovich és mtsai., 2003).
Az Atg fehérjék négy funkcionális csoportba oszthatóak. Az els  csoport tagjai egy 
olyan komplexbe szervez dnek, amely központi komponense az Atg1 szerin/treonin kináz 
(Kamada és mtsai, 2000). Ebben a komplexben találhatók még az Atg13 és Atg17 fehérjék is 
(Mariño és López-Otín, 2004). Az Atg1 komplex az autofág vakuóla kialakulásának 
iniciációs, nukleációs és a növekedési lépéseit szabályozza (Schlumpberger és mtsai, 1997; 
Klionsky, 2005). Magasabbrend ekben az Atg1 komplex szerepe nem tisztázott, mivel a 
komplex több tagjának (Atg11 és Atg17) nincs ismert ortológja soksejt  szervezetekben 
(Klionsky és Ohsumi, 1999). A gyümölcslégy Drosophila melanogasterben azonban 
bizonyították, hogy az Atg1 kináz aktivitása szükséges az autofágia stimulálásához (Scott és 
mtsai., 2004). A második éleszt  Atg fehérje csoport kitüntetett tagjai az Atg6/Beclin 1 (Bcl-
2-interacting) és Vps34 (III. osztályú foszfatidil-inozitol-3-, PtIns-3- kináz) fehérjék, amelyek 
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egy lipid szignalizációs komplex kialakításában vesznek részt (Selgen és Gordon, 1982; 
Camilli és mtsai., 1996). A komplex további tagjai az Atg14 és Vps15 fehérjék (Kamada és 
mtsai., 2000). 
2. ábra. A makroautofágia. Az iniciációs lépésbhez az Atg1, Atg6 komplexek, az Atg8-PE és Atg12-Atg5 
konjugációs komlpexek, és PtIns3P (foszfatidil-inozitol-3-foszfát) szükségesek. A nukleációs lépést követ en az 
izoláló membrán növekedését az Atg8-PE és Atg12-Atg5 konjugációs komplexek irányítják. Az autofagoszóma 
kialakulása után az Atg12-Atg5 komplex leválik a membránról. Az Atg8-PE komplex az 
autolizoszómában/autofág vakuólában lebomlik az egyéb sejtkomponensekkel együtt.
A harmadik funkcionális Atg fehérje csoportot az Atg9, Atg2 és Atg18 fehérjék 
alkotják. Az Atg9 szállítja a lipoproteint a formálódó autofág vakuólához. Az Atg9 köt dését 
a membránhoz az Atg2 és az Atg18 fehérjék irányítják (Wang és mtsai., 2001, Shintani és 
mtsai., 2001). A negyedik funkcionális csoportba két (Atg12-Atg5 és Atg8-PE) konjugációs 
komplex komponensei tartoznak (3. ábra), amelyek az autofág vakuóla képz désében, illetve 
a membrán növekedési szakaszában vesznek részt (Thumm és mtsai., 1994). Mindkét 
konjugációs komplex ubiquitin-szer  molekulákból épül fel (Ohsumi, 2001). Az Atg12-Atg5 
konjugációs komplexben egy kovalens kötés alakul ki az Atg12 C-terminális glicinje és az 
Atg5 központi lizinje között (Kim és mtsai., 2001). A konjugáció kialakításához az Atg7 és 
Atg10 is szükséges (Ichimura és mtsai., 2000). Az Atg16 másodlagos kötéssel kapcsolódik a 
konjugátumhoz. A másik konjugációs komplexben az Atg8 kapcsolódik a foszfatidil-
etanolaminhoz (PE), ami egy hidrofób membránkomponens, és számos membrán 
átrendez déssel járó folyamatban szerepel (Mann és Hammarback, 1994; Tanida és mtsai., 
2002). Els  lépésként az Atg4 lehasítja a szolubilis Atg8 C-terminálisán található arginint, és 
az így felszabadult Atg8 glicin végét az Atg7 aktiválja. Az aktivált Atg8 PE-hez köt dik 
(Atg8-PE), így a citoplazmában oldhatatlanná válik. Az Atg8-PE a vezikula érésben és 
méretének szabályozásában vesz részt. Ez a konjugációs lépés reverzibilis (Tanida és mtsai., 
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2002). A konjugációs komplexek a formálódó membránt beborítják, az Atg12-Atg5 komplex
a kész autofágoszómáról leválik (Matsushita és mtsai., 2007; Mizushima és mtsai., 2002). Az 
Atg8-PE kötve marad a membránhoz, ez a komponens az autolizoszómában bomlik le 
(Kabeya és mtsai, 2000).
3. ábra. Az Atg8-PE és Atg12-Atg5 konjugációs komplexek. Az Atg12 és az Atg5 között kovalens kötés 
alakul ki. A konjugáció kialakításához az Atg7 és Atg10 szükséges. Az Atg16 másodlagos kötésekkel 
kapcsolódik a konjugátumhoz. Az Atg8 konjugációs komplexben az Atg7 aktiválja az Atg8-at. Az aktivált Atg8 
PE-hez (foszfatidil-etanolamin) köt dik.
Az autofág vakuóla kett s membránja de novo szintetizálódik. Els ként az Atg12-Atg5 
komplex kapcsolódik a formálódó membránhoz, az Atg8-PE csak ezután tud köt dni 
(Ohsumi, 2001; Mizushima és mtsai, 2002). A membrán az autofág vakuólában, illetve 
autolizoszómában bomlik le (Kerr és mtsai., 1972). 
A magasabbrend ekben azonosított ATG gének számos sejtfunkció szabályozásában 
vesznek részt (Klionsky, 2005). A C. elegans unc-51 (ATG1) génje például az axonok 
elongnációját szabályozza (Ogura és mtsai., 1994; Lai és Garriga, 2004). A Beclin-1 fehérjét 
(Atg6) el ször egér agyban azonosították az antiapoptotikus Bcl-2 fehérjével való interakciója 
alapján (Liang és mtsai., 1998). Több eml s genomban több Atg8 paralóg található, de ezek 
közül csak egynek van igazolt autofág-kapcsolt funkciója (Kabeya és mtsai., 2000).
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1.1.2. Az autofágia szabályozása
Normális körülmények között az autofágia alapszint  (bazális) aktivitást mutat (Noda és 
Ohsumi, 2004). Az autofág folyamat aktiválódását éleszt ben egyes tápanyagok, többek 
között a nitrogén és a szén hiánya váltja ki (Takeshige és mtsai., 1992). Az autofágia 
aktiválásában a sejtek energia szenzoraként is m köd  „target of rapamycin” (TOR) kináz is 
szerepet játszik (Noda és Ohsumi, 1998) (4. ábra). A TOR egy konzervált Ser/Thr kináz, 
amely a foszfatidil-inositol-rokon kinázok csoportjába tartozik (Heitman és mtsai., 1991). Ez 
a fehérje az aminosav-érzékel  útvonal tagja, részt vesz a sejtnövekedés és sejtosztódás
szabályozásában (Schmelzle és Hall, 2000). A TOR aktivitásában az AMP:ATP arányt 
érzékel  AMPK (AMP-activated kinase) és a TSC1/TSC2 (Tuberous sclerosis complexes 1/
Tuberous sclerosis complexes 2) fehérjék vesznek részt (Cheadle és mtsai., 2000; Kimura és 
mtsai., 2003). A TOR kináz gátolja az autofágiát, a riboszóma biogenezisen keresztül pedig 
aktiválja a protein szintézist (Hay és Sonenberg, 2004). A TOR gátlása esetén az egyensúly 
eltolódik az autofágia és ezzel a fehérje lebontás irányába, a sejt a növekedési állapotból 
alacsonyabb energiaszint  állapotba kerül (Neufeld, 2004a). A TOR kináz az Atg13 
foszforilációján keresztül az Atg1 komplex aktivitását szabályozza közvetlenül (Kamada és 
mtsai., 2000; Petiot és mtsai., 2000). Az utóbbi években a TOR kináz mellett számos 
jelátviteli útvonalat azonosítottak, ami az autofág aktivitás szabályozásában vesz részt. Az 
egyik els ként azonosított ilyen jelátviteli rendszer az inzulin/IGF-1 útvonal (Pfeifer, 1977). 
Az autofág aktivitás szabályozásában részt vesz több tumor szuppresszor illetve onkogenikus 
hatású gén is (Maiuri és mtsai., 2009). 
Éhez  eml s izom- és bélsejtekben a FOXO transzkripciós faktor közvetlenül aktiválja 
az ATG8/LC3 és ATG12 géneket (Mammucari és mtsai., 2007; Zhao és mtsai., 2007) (4. 
ábra).  A FOXO transzkripciós faktor az inzulin/IGF-1 jelátviteli útvonal effektor 
transzkripciós faktora (Ogg és mtsai., 1997; Puig és mtsai., 2003). Az inzulin/IGF-1 útvonal 
f ként a szénhidrát anyagcserét irányítja, szerepet játszik a növekedés, a fejl dés és az 
élethossz szabályozásában (Kimura és mtsai., 1997; Kim és mtsai, 2002; Claeys és mtsai., 
2002a; Barbieri és mtsai., 2003; Hwangbo és mtsai, 2004). Az inzulin és inzulin-szer  
hormon molekulák a tirozin kináz aktivitású inzulin/IGF-1 receptorokhoz köt dnek (4. ábra). 
Az aktív inzulin/IGF-1 receptorok a foszfatidil-inozitol-3-kinázt (PI3K) aktiválják, ami a 
foszfatidil-inozitol-(3,4,5)-trifoszfát (PIP3) szintjét növeli a membránban (Vanhaesebroeck és 
mtsai., 2001). Ezt a folyamatot a PTEN (phosphatase and tensin homologue) tumor
szuppresszor negatívan regulálja (Maehama és Dixon, 1999). A PIP3 a PKB (protein kinase 
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B) szerint/treonin kinázhoz köt (Coffer és mtsai., 1998), ami végül a PDK/Akt 
(phosphoinositide-dependent kinase) kinázt aktiválja (Coffer és mtsai., 1998). A PDK/Akt 
közvetlenül képes foszforilálni a FOXO-t. A foszforilált FOXO a citoplazmában lokalizált, 
transzkripciós aktivitását nem képes kifejteni. Éhezés esetén Drosophilában és humán 
sejtvonalakban a dFOXO/FOXO1 köt dik az inzulin receptor promoteréhez is (Puig és Tjian, 
2006).
4. ábra. Az autofágia szabályozásában résztvev  genetikai tvonalak. Az ATP/AMP arányt érzékel  TOR 
kináz gátolja az autofágiát. A tápanyag ellátottságot érzékel  inzulin/IGF-1 útvonal és a mitogének hatását 
közvetít  Ras útvonal szintén negatívan szabályozza az autofágiát. A genotoxikus stesszt közvetít  p53 aktiválja 
az autofág folyamatot. 
Az autofágia szabályozásában kitüntetett szerepet játszik a Ras genetikai útvonal is (4. 
ábra). A Ras egy monomerikus G fehérje, amely különböz  tirozin kináz receptorok - többek 
között az EGF (epidermal growth factor), PDGF (Platelet-derived growth factor) és az 
inzulin/IGF-1 receptorok – „downstream” effektorai közé tartozik (Schlessinger, 1993; Nanji, 
2005). Az aktív receptorok a Grb2 (growth factor-receptor binding protein 2) és a GEF 
(guanine nukleotid exchnge factor) fehérjéken keresztül GDP-GTP cserével aktiválják a Ras 
fehérjét. Az aktív Ras foszforilálja a Raf szerin/treonin kinázt, amely aztán a MEK kinázt 
foszforilálja. A MEP kináz MAP (mitogen-activated protein) kinázokat aktivál, mint pl. az 
ERK, JNK és p38 (Schlessinger, 1993) Ezen transzkripciós faktorok célgénjei között 
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találhatók az atg1, atg13 és atg18 gének; a Ras útvonal tehát közvetlenül gátolja az autofágiát 
(Budovskaya és mtsai., 2004) (4. ábra).
Az autofágiát a p53 tumorszuppresszor fehérje is szabályozza (4. ábra).. A tumoros 
elváltozások több mint 50%-ában azonosították a p53 különböz  mutáns formáit (Vousden és 
Lane, 2007). A p53-at a DNS sérülés és hipoxia egyaránt indukálja (Volgelstein és mtsai.,
2000.) Induktív hatásra a p53 leállítja a sejtosztódást, amíg a DNS javításban részt vev  
enzimek funkciójukat ellátják (Jin és Levine, 2001). Amennyiben a stressz-állapot tartósan 
fennmarad, a p53 aktiválja az apoptotikus sejthalál útvonalat (Gottlieb és Oren, 1998). A p53 
az autofágiát a TOR kináz gátlásán vagy az  AMPK aktiválásán keresztül aktiválhatja (Feng 
és mtsai., 2007; Liang és mtsai., 2007). Ugyanakkor a p53 túlaktiválása közvetlenül képes 
gátolni az autofág folyamatokat (Tasdemir és mtsai., 2008)
1.1.3. Az autofágia fiziológiai és patológiás folyamatokban
Az autofágia az alacsonyabbrend  eukarióta szervezetek egyedfejl dési folyamataiban 
is alapvet  szerepet játszik. Extrém körülmények között különböz  gombafajok speciális 
kitartó fejl dési formává alakulnak (kitartó vagy szaporodó forma), amihez szintén 
nélkülözhetetlen az autofág rendszer m ködése (Levine és Klionsky, 2004). Meléndez és 
munkatársai (2003) igazolták, hogy C. elegansban a dauer lárva kialakulásához az ATG6/bec-
1 gén m ködése szükséges. Drosophilában az autofágia a morfogenezis során a lárvális 
zsírtest lebontásában játszik szerepet (Scott és mtasi, 2004; Neufeld, 2004b).
Az autofágia m ködésének zavarát számos fejl dési és funkcionális rendellenességgel 
hozták összefüggésbe. Az atg5-/- és atg7-/- mutáns egerek például embrionális korban 
normálisan fejl dnek, születés után azonban 24 órán belül elpusztulnak (Kuma és mtsai., 
2004; Komatsu és mtsai., 2005). Az atg5 mutációjáról kimutatták, hogy gyorsítja a 
neurodegeneratív folyamatok kialakulását (Hara és mtsai., 2006), izomsejtekben rendezetlen 
szarkomérákat eredményez (Nakai és mtsai, 2007), valamint a T-sejtek spontán apoptózisát 
okozza (Pua és He, 2007). Az ATG6/beclin1 gén abnormális m ködése eml sökben és 
nematodákban embrionális letalitáshoz vezet (Yue és mtsai., 2003; Takács-Vellai és mtsai., 
2005). A beclin1 tumor szuppresszor funkcióval is rendelkezik: mutáns alléljait azonosították 
tüd , petefészek és prosztata daganatok esetében (Liang és mtsai., 1999; Levine és Kroemer, 
2008; Yip és Reed, 2008).
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1.2. A fonalféreg Caenorhabditis elegans, mint genetikai modell rendszer 
A Caenorhabditis elegans fonalféreg faj az 1970-es évek közepét l vált a genetikai 
analízis egyik közkedvelt genetikai modell rendszerévé (Brenner, 1974). Sydney Brenner 
eredetileg fejl désgenetikai problémák megválaszolására és az idegrendszer m ködésének 
tanulmányozására választotta ki ezt a viszonylag egyszer  felépítés , kisméret , rövid 
életciklusú, speciális ivari dimorfizmusú és a laboratóriumban könnyen fenntartható él lényt. 
Az állat áttetsz  testfala lehet vé teszi, hogy az egyedfejl dést az egyedi sejtek szintjén 
vizsgálhassuk. Ennek köszönhet en - máig egyedüliként a soksejt ek körében -
meghatározásra került az állat teljes sejtleszármazási térképe (cell lineage), azaz minden testi 
sejt születése és további egyedfejl dési sorsa (Sulston és Horvitz, 1977). Az állat testét alkotó 
közel ezer testi sejt közül 302 idegsejt, amelyek közel 5000 szinapszist hoznak létre (Ward és 
mtsai., 1975; White és mtsai., 1976).  
A C. elegans DNS állománya volt az els  soksejt  genom, amelyet – a humán genom 
projekt el futáraként – megszekvenáltak (Hodgkin és mtsai., 1998). A genomban található 
19.700 nyitott leolvasási keret (potenciális gén, ORF) 70%-ának van humán ortológja. 
Jelenleg közel 6000 C. elegans gént jellemeztek mutáns alléllel, és folyamatban van a 
szisztematikus (minden génre kiterjed ) deléciós mutánsok el állításának projektje (gene 
knockout project). Ezzel párhuzamosan genom-szint  RNS interferencia vizsgálatokkal 
vizsgálják a C. elegans gének funkcióit (gene knockdown project). Jelenleg fut a fehérjék 
interakciós hálózatának és a gének expressziós mintázatának szisztematikus meghatározása. 
Ezek az eredmények vezettek el a programozott sejthalál genetikájának és számos jelátviteli 
útvonal mechanizmusának megértéséhez. Sydney Brennert és két közvetlen tanítványáait, 
John Sulstont és Robert H. Horvitzot, 2002-ben élettani és orvosi Nobel-díjjal jutalmazták a 
szervfejl dés (az ebben szerepet játszó jelátviteli utak) és az apoptózis genetikai 
szabályozásának feltárásáért. 2006-ban Andrew Fire és Craig Mello szintén orvosi Nobel-
díjban részesült az RNS interferencia folyamatának C. elegansban történt felfedezéséért. 
2008-ban a kémiai Nobel díjat Marty Chalfie kapta a zöld fluorescens fehérjén (GFP) alapuló 
expressziós rendszerek kidolgozásáért, amelyhez szintén a C. eleganst használta modell 
rendszerként.
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1.2.1. A C. elegans általános bemutatása
A C. elegans mérsékelt égövi, szabadon él , baktériumokat fogyasztó, 1,2 mm 
hosszúságú fonalféreg. 25°C-on a megtermékenyített petesejt 40 óra alatt fejl dik ki ivarérett 
feln tté. A feln tt állatok 4-6 napig képesek szaporodni, majd a reproduktív id szak után még 
körülbelül 7-10 napig élnek. A kis testméretnek köszönhet en a mikroorganizmusokhoz 
hasonlóan m anyag Petri lemezeken, átlátszó agar felületen (NGM – Nematode Growth 
Medium) lehet laboratóriumi körülmények között fenntartani (Brenner, 1974). A fenntartás 
során táplálékként E. coli OP50 baktérium törzset használnak. Az állat -70°C-on vagy 
cseppfolyós nitrogénben korlátlan ideig eltartható.
5. ábra. A Caenorhabditis elegans fejl désmenete. Az embrióból 25°C-on folyamatos táplálék ellátás mellett 
40 óra alatt fejl dik ki az ivarérett feln tt. Fejl dése 4 lárvastádiumra (L1-L4) osztható. Kedvez tlen környezeti 
feltételek mellett egy alternatív L3 lávastádiumba, az un. dauer lárva állapotba alakul.
A C. elegans 4 lárvastádiumon (L1-L4) keresztül fejl dik feln tt állapotba (5. ábra). A 
lárvastádiumok között az állat egy vedlési (un. lethargus) stádiumon megy keresztül. 
Lethargus állapotban az állat nem mozog, nem táplálkozik, garatm ködése leáll. Az új 
kutikula kialakulása után a feji részen megreped a régi kutikula, és az állat kicsúszik bel le. 
Nagy populáció s r ség és/vagy táplálékhiány esetén az állatok egy alternatív (un. dauer) 
lárvastádiumba fejl dnek. A dauer lárvastádium az L1 stádiumban érzékelt ingerek (dauer 
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feromon, táplálékhiány, magas h mérséklet) hatására alakul ki (Riddle és Albert, 1997). A 
dauerfejl dést iniciáló ingereket az állat a fején lév  kemoreceptorokon keresztül érzékeli. A 
dauer lárva a fejl dése során makroerg molekulákat halmoz fel, dauer lárvaként pedig nem 
táplálkozik, hanem tartaléktápanyagait égeti (szemianabiózis). Ez a fejl dési forma rendkívül 
ellenálló, kutikulája vastag, majdnem teljesen zárt. Akár 6 hónapig is képes életben maradni, 
miközben biológiai értelemben nem öregszik. Kedvez  körülmények hatására a dauer lárva 
L4 stádiumú lárvává alakul (recovery).
6. ábra. A C. elegans ivari dimorfizmusa. Az önmegtermékenyít  hermafroditáknál (A) a hímek (B) kisebbek 
és vékonyabb testfelépítés ek, testük végén a zászlónak nevezett párzószerv található (C). 
A C. elegans speciális ivari dimorfizmust mutat: két nemet – önmegtermékenyít  
hermafroditákat valamint hímeket – különböztethetünk meg (Hodgkin, 1987) (6. ábra). A 
hermafroditák a tiszta genetikai vonalak fenntartását, a hímek a genetikai vonalak 
kombinálását (keresztezést) teszik lehet vé. A hermafroditák öt pár testi és egy pár ivari 
kromoszómával rendelkeznek (XX kariotípus). L4 lárvastádiumban csak spermiumokat, 
feln tt korban csak petesejteket termelnek, önmegtermékenyítéssel 200-300 utódot hoznak 
létre. A hímek csak egy darab X-kromoszómát hordoznak. Ez a XO kariotípus a meiotikus 
kromoszómák szét nem-válásának (non-diszjunkció) eredményeként jön létre. A természetes 
populációkban körülbelül 0,2 % arányban vannak hímek. Megtermékenyítéskor a hím 
spermiumainak szelekciós el nye van a hermafrodita spermiumok felett. A megtermékenyített 
hermafrodita akár 1000 utódot is lerakhat. Keresztezés eredményeként a nemek aránya 1:1 
lesz. Bizonyos X kromoszóma szegregációért felel s gének (például him-8) funkcióvesztéses 
mutációja következtében a hímek aránya akár a 37 %-ot is elérheti a populációban (Hodgkin, 
1979). 
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A feln tt állat testfelépítése a többi nematodához hasonlóan tagolatlan, henger alakú, a 
farki végen elkeskenyed  (6. ábra). A hermafrodita C. elegans egyedfejl dése során összesen 
1090 testi sejt keletkezik, amelyb l 131 apoptózissal elpusztul az embrionális vagy lárvális 
fejl dési szakaszokban (Sulston és Horvitz, 1977). A kifejlett hermafroditát 959 testi sejt 
alkotja. A hímek a hermafroditáknál fragilisebb felépítés ek, feln tt korban 1031 testi sejttel 
rendelkeznek, farkuk zászló formájú párzószervben végz dik (6. ábra). Anatómiailag az 
állatot egy küls  és egy bels  „cs ” alkotja, amelyeket a pszeudocöloma ürege választ el 
egymástól. A testfalat (”küls  cs ”) a kutikula, a hipodermisz, a kiválasztó rendszer, az 
idegek és az izomzat alkotja. A „bels  cs ” a garatból és a bélcs b l és a gonádból áll.
1.2.2. Genetikai módszerek a C. elegans kutatásban 
A C. elegans genomja volt az els  megszekvenálták metzoan genom (Hodgkin és 
mtsai., 1998). Genetikai állománya kompakt, a közel 20.000 gén információját mindössze 100 
Mb-nyi szekvencia kódolja. A C. elegans genom 12 %-a transzpozábilis eredet , de ezeknek a 
szekvenciáknak a dönt  többsége elvesztette mobilitását. A legjobban jellemzett 
transzpozonokat (Tc1-et és Mos1), mutáns allélek izolálásához használják fel (Johansen és 
Baillei, 1988). Kémiai és fizikai mutagenezist els sorban EMS (etil-metán-szulfonát), 
psoralén és röntgensugárzás segítségével végeznek (Johnsen és Baillie, 1997). A C. elegans
kutatások eredményeit internetes adatbázisok foglalják össze. A genetikai információk a 
WormBase portálon (www.wormbase.org), az anatómiai adatbázis a „wormatlas.org” címen, 
a nemzetközi törzsgy jtemény (CGC: Caenorhabditis Genetics Center) pedig a 
biosci.umn.Edu/CGC/CGC honlapon érhet  el. A vad típusú kontroll törzsként a Brenner által 
izolált Bristrol (N2) törzset használják. A mutáns törzsek egy törzsnévvel (pl. BC1370) 
rendelkeznek, és a mutáns alléleket is név alapján azonosítják (pl. daf-2(e1370)).
A funkcionális vizsgálatokat mutáns allélek mellett RNS interferencia (RNSi -
géncsendesítés) alkalmazásával végeznek (Timmons és Fire, 1998; Conte és Mello, 2003). Az 
RNSi jelenségét duplaszálú RNS (dsRNS) váltja ki, amely a vele homológ szekvenciájú 
mRNS degradációjához vagy transzlációs gátlásához vezet (7. ábra). Az RNSi használatával 
„fenokópiát” kapunk. C. elegansban a módszer igen nagy hatásfokkal m ködik. A hatás 
sejtr l-sejtre és szövetr l-szövetre terjed (szisztematikus), és az utódokba is átjut (Fire és 
mtsai, 1998; Conte és Mello, 2003). 
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7. ábra. Az RNSi mechanizmusa. A Dicer nev  endoribonukleáz m ködése során a dsRNS-ekb l rövid 
kétszálú 21-25 nukleotid hosszúságú fragmentek képz dnek. E fragmentek közös jellemz je az 5  végi foszfát és 
a 3’ végi hidroxil csoport valamint a 2 nukleotidnyi túlnyúló rész a 3’ végen (Hutvagner és mtsai, 2001). A 
keletkezett dupla szálú siRNS-ek beépülnek az ún. RISC-komplexbe (RNS induced sliencing complex) 
(Hammond és mtsai, 2001). A komplexben található enzimek egyszálúvá alakítják át az siRNS-t. Ezután ez az 
egyszálú siRNS irányítja a RISC-et a vele homológ szekvenciákat tartalmazó endogén mRNS-ekhez, amiket a 
komplex enzimei feldarabolnak vagy transzlációsan blokkolnak (Hannon, 2002). A kétszálú RNS lehet vírus 
vagy transzpozális eredet , kívülr l bejutatott, illetve genomban kódolt mikroRNS (miRNS). Az RNSi eredméye 
lehet mRNS degradáció(ill. transzlációs blokk),  de elvezethet a kromatin kondenzációjához is.
A dsRNS az állat testébe közvetlenül injektálható. Újabban a táplálékként használt 
baktériumban expresszálják a dsRNS-t („etetéses módszer”; Alcazar és mtsai., 2008). A 
vizsgált mutáns törzsek és RNSi fenokópiák segítségével az egyes gének funkcióinak 
megismerése mellett képet kaphatunk a gének közötti kapcsolatokról is. A jelátviteli utak 
feltárását episztázis (kett s mutáns) analízissel végzik. Episztázisról beszélünk, amikor a 
megjelen  fenotípus egy másik lókuszon található mutáns allél függvénye.
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1.3. Az autofágia C. elegasban
Noha ez idáig 20-nál is több cikk születet autofágia témakörben C. elegans modell 
rendszerben, viszonylag keveset tudunk a C. elegans autofág gének funkciójáról és a folyamat 
mechanizmusáról. Korábban az autofágia detektálása szinte kizárólag az lgg-1/ATG8 autofág 
gén expressziós vizsgálatán alapult (Meléndez és mtsai., 2003). Az autofág aktivitás 
viszgálatához rendszerint a GFP::LGG-1 zöld fluorescens fehérje-jelölt riporter rendszer 
„seam” sejtekben látható eloszlását veszik figyelembe (Meléndez és mtsai., 2003; Mörck és 
Pilon, 2006; Hansen és mtsai., 2008) (8. ábra). Eddig azonban nem végeztek olyan 
elektromikroszkópos vizsgálatokat, amelyek bizonyítanák a GFP::LGG-1 pozitív struktúrák 
autofág eredetét. 
8. ábra. A gfp::lgg-1 expresszió változása az autofág gének inaktiválásának hatására a „seam” sejtekben
(Meléndez és mtsai., 2003 nyomán).
Dr. Kovács L. Attila dolgozta ki azt az elektronmikroszkópos módszert, amellyel az 
autofagoszómák megbízhatóan mutathatók ki C. elegansban. 2004-ben jelent meg az a 
közlemény, amelyben els ként írta le az autofágaoszómák jelenlétét ebben a szervezetben, és 
határozta meg azokat a kritériumokat, amelyek alapján az autofagoszómák és autolizoszómák 
egyértelm en megkülönböztethet k egyéb sejtstruktúráktól (Kovács és mtsai., 2004). Az 
autofagoszómák és autolizoszómák általános jellemz je, hogy általában 0,5 μm átmér j ek és 
a sejtmembránnál vékonyabb riboszóma-mentes kett s membrán által határoltak (9. ábra). A 
korai autofagoszómák f  kritériumai, hogy bennük felismerhet k a lebontásra elhatárolt 
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citoplazma komponensek (9. ábra).  Miután az autofagoszómák lizoszómával fúzionálnak, 
tartalmuk degradálódik, bels  membránszerkezetük szétesik, tartalmuk sötétebbé és 
homogénebbé válik (9. ábra). A lizoszómális enzimek számára lebonthatatlan komponensek 
végül lipofuscin/maradványtest formájában halmozódnak fel (9. ábra). 
9. ábra. Autofág struktúrák C. elegansban. A-B: A koriai autofagoszómák. A korai autofagoszómákat 
riboszóma-mentes kett s membrán határolja. (az autofagoszóma kett smembránját nyíl jelöli) A korai 
autofagoszómák f  kritériumai, hogy bennük a lebontásra elhatárolt citoplazma komponensek felismerhet k. C: 
Miután az autofagoszóma lizoszómával fúzionál, tartalma degradálódik és bels  membránszerkezete szétesik, 
tartalmuk így sötétté és homogénné válik (a kés i, elektrodenz autolizoszómát nyíl jelöli). D: A lizoszómális 
enzimek számára lebonthatatlan komponensek végül lipofuscin formájában halmozódnak fel a sejtekben (a 
lipofuscint nyíl jelöli). A vastag vonal 0,5 μm-t jelöl.
Az autofágia C. elegansban történ  vizsgálata során szintén problémát jelent, hogy 
kevés az elérhet  autofágia defektív mutáns törzs. Funkcióvesztéses mutáns allélt ez idáig az 
unc-51/ATG1, bec-1/ATG6 és vps43/let-512 gének esetében izoláltak és jellemeztek (Ogura és 
mtsai., 1994; Roggo és mtsai., 2002; Takács-Vellai és mtsai., 2005). Ezek a gének 
multifunkcionális fehérjéket kódolnak, mutáns alléljeik pleirotóp fenotípust eredményeznek. 
Specifikus autofág mutánsok hiányában leginkább RNSi segítségével vizsgálják az egyedi 
autofág gének funkcióját (Meléndez és mtsai., 2003; Mörck és Pilon, 2006; Hansen és mtsai., 
2008). Az RNSi azonban sok esetben hatástalan vagy csak gyenge reakciót eredményez.
C. elegansban az autofágia szerepet játszik a dauer fejl désmenetben. Meléndez és 
munkatársai azt találták, hogy a bec-1 RNSi-kezelt daf-2 mutáns állatok abnormális dauer 
lárvákat képeznek (2003). A daf-2 a féreg inzulin/IGF-1 receptort kódolja. A daf-2; bec-
1(RNSi) lárvák néhány nap után elpusztulnak. Dauer lárvákban ugyanazok a gének 
aktiválódnak, mint az öreg állatokban (Cherkasova és mtsai., 2000). Ezért nem meglep , hogy 
a dauer fejl désmeneten túl a feln tkorban alkalmazott bec-1 RNSi kezelés meggátolta a daf-
2 állatok hosszú életidej  (un. „Long-lived”) fenotípusának megnyilvánulását is (Meléndez és 
mtsai., 2003). Az autofágia C. elegansban tehát szerepet játszik az élethossz szabályozásában 
is. 2006-ban Mörck és Pilon vizsgálták az autofágia és éhezés viszonyát (Mörck és Pilon, 
2006). Táplálkozás-deficiens (éhez ) állatok „seam” sejtjeiben vizsgálták a GFP::LGG-1-
pozitív struktúrák számát, és azt találták, hogy a vad típushoz képest a mutáns állatokban 
20
többszörösére emelkedett a GFP-pozitív granulumok értéke. Az éhez  állatok, amelyekben az 
autofágia aktivitását fokozottnak találták, kisebb testmérettel rendelkeznek. Ez azt sugallta, 
hogy az autofágia részt vehet a sejtméret szabályozásában (Mörck és Pilon, 2006).
C. elegansban az autofágia szoros genetikai kapcsolatban áll az apoptózissal. A bec-
1/Atg6/Beclin1 autofág gén csendesítése megnövekedett apoptózist okoz mind embrióban, 
mind a hermafrodita csírasejtvonalban (Takács-Vellai és mtsai., 2005). Azóta számos 
eredmény igazolta a két sejtpusztulási folyamat közös szabályozási kapcsolatát és 
egyedfejl dési funkcióját (Liang és mtsai., 2007; Levine és Kroemer, 2008). C. elegansban az 
autofágia a nekrotikus sejtpusztulással is kölcsönhat. Hiperaktív ioncsatorna mutációk vagy 
idegmérgek indukálta nekrotikus idegsejtpusztulást (neurodegenerációt) az autofág gének 
inaktiválása szuppresszálja (Tóth és mtsai., 2007; Samara és mtsai., 2008). Az idegsejtek 
túlélésében tehát autofágiának kett s funkciója van: egyrészt véd a káros sejtalkotók 
felhalmozódásával szemben (sejt protektív funkció), másrészt lehet vé teszi a nekrotikus 
folyamatra jellemz  membránátrendez déssel és vakuólum képz déssel járó folyamatokat 
(sejt „killing” funkció). 
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1.4. Az öregedési folyamat genetikája
Az öregedés a sejtfunkciók folyamatos csökkenésének eredménye (Kenyon, 2005). Az 
öregedést sokáig nem tekintették adaptív folyamatnak, hanem az entrópia lassú, folyamatos 
megnyilvánulásának gondolták (Kenyon, 2005). Ma már tudjuk, hogy az öregedési folyamat 
sebességét a környezeti faktorokon túl evolúciósan konzervált genetikai útvonalak 
szabályozzák (Hekimi és Guarente, 2003; Kenyon, 2005; Kirkwood, 2005). Ennek 
legfontosabb bizonyitéka az, hogy egyedi génmutációk jelent s mértékben képesek 
megnövelni egy adott organizmus élettartamát. C. elegansban, Drosophilában és n stény 
egerekben például az inzulin/IGF-1 receptor csökkent m ködése megkétszerezi az élethosszat 
(Kenyon és mtsai., 1993; Laron, 2002; Hwangbo és mtsai., 2004) Vad típusú állatokban tehát 
az inzulin/IGF-1 receptor aktivitása növeli az öregedési folyamat sebességét, és ezzel 
csökkenti az élettartamot.
Az öregedési folyamat magyarázatára több elmélet is született. Ezek közül a „disposable 
soma”, azaz az „eldobható test” elmélet és a „szabad gyök” elmélet bizonyult a leginkább 
elfogadottnak. A „disposable soma” elmélet evolúciós szempontból magyarázza az öregedés 
jelenségét (Drenos és Kirkwood, 2005). E szerint az elérhet  forrásokat meg kell osztani a 
szaporodás és a test fenntartása között (önfenntartás). Evolúciós szempontból el nyösebb a 
szaporodást preferálni, így a posztreproduktív periódus után a szervezet fenntartására 
kevesebb energia jut, ami végül a test leromlásához majd pusztulásához vezet. Az un. „szabad 
gyök” elmélet szerint a sejteket károsító oxidatív stressz tehet  felel ssé az öregedésért és az 
ezzel kapcsolatos degeneratív betegségekért (Harman, 1956). Ennek az elméletnek az 
értemében az öregedési folyamat lassítása három úton valósulhat meg: az oxidatív gyökök 
képz désének lassításával, az antioxidánsok mennyiségének/aktivitásának növelésével, ill. a 
sérült makromolekulák és sejtszervek fokozott eltávolításával.
Az öregedési folyamatot a károsodott, nem kijavított sejtalkotók (makromolekulák és 
sejtszervecskék) intracelluláris felhalmozódása jellemzi (Sohal és Weindruch, 1996; Hekimi 
és Guarente, 2003; Kirkwood, 2008): az oxidált, rosszul feltekeredett, keresztkötöttt és 
aggregálódott sejtkomponensek felhalmozódása minden elöregedett sejtben megfigyelhet
(Martinez-Vicente és mtsai., 2005). A károsodásért felel s oxidatív stresszt a felhalmozódott 
reaktív oxigén gyökök (ROS – reactive oxygen species) okozzák (10. ábra). A ROS általában 
rövid életidej  és igen reaktív molekulák, amelyek az oxigén ion részleges redukciójából 
származnak. ROS közé tartoznak az oxigén anionok, a szabad gyökök (pl. hidroxi- és 
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szuperoxid-gyökök) és a peroxidok (pl. hidrogén-peroxid). A ROS a szervezetben az ionizáló 
sugárzás hatására, speciális enzimek (pl. NADH-oxidáz) aktivitásának eredményeként, ill. 
legnagyobb (90%) arányban a mitokondriális légzés melléktermékeként képz dnek (Lambeth 
és mtsai., 2000; Scherz-Shouval és Elazar, 2007). Normális esetben a ROS mennyiségét 
enzimatikus antioxidációs ágensek csökkentik. Ilyen faktorok a glutation, a szuperoxid-
bizmutáz (SOD) és a katalázok vagy peroxidázok (Kern és Kehrer, 2005; Dorval és Hontela, 
2003).
A ROS bármely makromolekulát képesek oxidálni. Az oxidált molekulák 
felhalmozódása toxikus a sejt számára. A DNS oxidációja egyszálú törést és bázismódosulást 
eredményezhet. Ezek a mutációk rákhoz, idegrendszeri elváltozásokhoz és sejtpusztuláshoz 
vezethetnek (Bjelland és Seeberg, 2003; Azad és mtsai., 2008). A ROS, mint jel molekula 
ugyanakkor képes közvetlenül kiváltani az autofágiát az Atg4 autofág fehérje oxidálásán 
keresztül (Scherz-Shouval és Elazar, 2007).
10. ábra. Az öregedési folyamat és a reaktív oxigén gyökök (ROS) viszonya. A ROS-t els sorban a 
mitokondriális légzés termeli, ezért els sorban a mtDNS van kitéve a károsító hatásának. A ROS bármely 
citoplazmás makromolekulát képes oxidálni. Az oxidatívan károsodott sejtalkotók eltakarítását els sorban az 
autofág rendszer végzi.
Mivel a ROS els sorban a mitokondriumban keletkeznek, ezért a mitokondriális DNS 
(mtDNS) van a leginkább kitéve mutációknak (Cadenas és Davies, 2000). Ráadásul a 
mitokondriuban nincsenek hatékony DNS javító enzimek. Mitokondriális DNS mutációjának
hatására néhány mitokondrium „óriássá” válhat (Yasuda és mtsai., 2006). Ezek a módosult 
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mitokondriumok nem termelnek energiát. Ennek eredményeként az ATP szintézis 
hatékonysága az életkorral csökken (Yamada és mtsai., 1995).
1.4.1. Az öregedés folyamatot szabályozó genetikai útvonalak C. elegansban
A C. elegans az élethosszt szabályozó genetikai kutatások kedvelt modell szervezete. 
Eddig közel 150 olyan gént azonosítottak, amelyek inaktiválása megnyújtja az állat 
élethosszát (Guarente és Kenyon, 2000; Hamilton és mtsai., 2005; Kenyon, 2005). Ezen 
gének egy része ismert szabályozó funkcióval rendelkez  útvonalakhoz tartozik (11. ábra). 
Hosszú élettartamú (Long-lived) fenotípust mutató mutánsok általános jellemz je, hogy 
kevésbé érzékenyek a környezeti stresszekre (Hansen és mtsai., 2007).
11. ábra. Az öregedést szabályozó genetikai útvonalak kapcsolata C. elegansban. A C. elegans élethosszát a 
TOR kináz és az inzulin/IGF-I jelátviteli útvonal, valamint a mitokondriális légzési lánc negatívan befolyásolja. 
A kalóriamegvonás az öregedés ütemének lassításával növeli az élethosszt. TOR: rpamicin által gátolt kináz, 
DAF-16/FOXO: „Forkhead”-családba tartozó transzkripciós faktor. ROS: reaktív oxigén gyökök.
Az els ként izolált hosszú életidej  mutáns nematoda törzs az age-1 volt (Friedman és 
Johnson, 1988). Az age-1 az inzulin/IGF-1 jelátviteli útvonal PI3K komponensét kódolja
(Dorman és mtsai., 1995). Az age-1 mutánsokhoz hasonlóan a daf-2 mutáns állatok is kétszer 
hosszabb ideig élnek a vad típusnál, fokozott zsírraktározást és stressz-tolarenciát mutatnak 
(Kenyon és mtsai., 1993; Kimura, 1997; Paradis és Ruvkun 1998; Kenyon, 2005). C. 
elegansban az inzulin/IGF-1 receptort a daf-2 gén, a  FOXO transzkriociós faktort a daf-16 
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gén, a PTEN foszfatázt a daf-18 gén kódolja (Ogg és mtsai., 1997; Ogg és Ruvkun, 1998; Gil 
és mtsai., 1999). A daf-2/igf-1 funkcióvesztéses mutáns fonalférgekre a megnövekedett 
élethossz és stressz-tolarencia jellemz  (Kenyon és mtsai., 1993; Kimura és mtsai., 1997; 
Paradis és Ruvkun, 1998; Kenyon, 2005). A daf-2 aktivitásának hiánya az egyedfejl dés korai 
szakaszában egy un. nem-táplálkozó dauer („kitartó”) lárva állapot kialakulását eredményezi 
kedvez  körülmények között is (daf-c; dauer formation constitutive) (Gottlieb és Ruvkun, 
1994). A daf-16 és daf-18 mutáns fonalférgek ezzel szemben nem képesek dauer 
lárvaállapotba fejl dni még induktív körülmények között sem (Daf-d; dauer formation 
defective) (Ogg és mtsai., 1997; Ogg és Ruvkun, 1998; Henderson és Johnson, 2001). A 
DAF-16 ismert célgénjei között vannak ismert antioxidánsokat kódoló gének, aminosav 
anyagcserében szerepet jásztó gének, valamint chaperonokat és antibakteriális fehérjéket 
kódoló gének (Barsyte és mtsai., 2001; Honda és Honda, 1999; Vanfleteren és Vreese, 1995). 
A DAF-16 a bélben és az idegrendszerben fejti ki élethossz-szabályozó hatását. Ez a hatás 
nem sejt-autonóm módon m ködik (Wolkow és mtai., 2000; Lin és mtsai., 2001). 
A TOR kinázt C. elegansban a let-363 gén kódolja (Long és mtsai., 2002). A let-363
mutánsokra jellemz  a dauer állatoknál megfigyelhet  megnövekedett zsírraktározás (Vellai 
és mtsai., 2003), valamint fejl désük során megrekednek egy dauer-szer  lárva állapotban, 
így nem képesek feln tté fejl dni (Long és mtsai., 2002). A TOR kináz csökkent m ködése 
ugyancsak megkétszerezi a C. elegans élethosszát (Vellai és mtsai., 2003; Jia és mtsai., 2004). 
A daf-15 a Raptor nev  fehérjét kódolja, amely fizikai kapcsolatban áll a TOR-ral (Jia és 
mtsai., 2004). A daf-15 transzkripciója DAF-16 függ  (Jia és mtsai., 2004). Ezzel 
összhangban a let-363 mutáns állatok nem képesek megnövelni a daf-2 mutánsok megnyúlt 
élettartamát. Ez azt sugallja, hogy a TOR és inzulin/IGF-1 útvonalak egy jelátviteli tengely 
mentén szabályozzák a féreg élettartamát. 
A clk-1 gén a mitokondriális légzési láncban m köd  koenzim Q fehérjét kódolja. clk-1
mutáns fonalférgek élettartama jelent sen hosszabb a vad típusénál (Ewbank és mtsai., 1997; 
Kayser és mtsai., 2004). C. elegansban a legtöbb mitokondriális gén csendesítése nem 
eredményez látható morfológiai változást. Egy részük, mint pl. a mev-1 és gas-1, pozitívan 
szabályozzák az állat túlélését. A mitokondriális gének körülbelül 20 %-ának (köztük pl. az 
isp-1, lrs-2, atp-3 és nuo-2) inaktiválása növeli az élethosszt (Dillin és mtsai, 2002; Lee és 
mtsai., 2003). Ez a hatás valószín leg az alacsonyabb ROS termelésen keresztül valósul meg
(Dillin és mtsai., 2002). A mitokondriális gének élethossz növel  hatása az inzulin/IGF-1 
útvonallal párhuzamosan hat, mivel a kett s mutánsok élethossza akár 3-4-szer hosszabb a 
vad típusnál (Lakowski és Hekimi, 1996; Dillin és mtsai., 2002).
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A kalórikus restrikció (CR) csökkent táplálékfelvételt jelent, ami nem jár 
alultápláltsággal. A CR eukarióta szervezetekben az élethossz növekedését eredményezi 
(Guarente éa Picard, 2005). C. elegnasban a kalorikus restrikció a TOR útvonalon keresztül 
fejti ki élethossz-növel  hatását (Walker és mtsai., 2005) és független az inzulni/IGF-1 
útvonaltól (Kimura és mtsai., 1997). Más vizsgálatok arra utalnak, hogy a mitokondriális 
légzés szabályozásában részt vev  clk-1 gén szintén hat a csökkent kalória bevitel 
közvetítésében (Lakowski és Hekimi, 1998). A CR alacsonyabb anyagcsereszintet és 
kevesebb ROS képz dést von maga után, ami hozzájárulhat az élethossz növekedéséhez 
(Finch és mtsai., 1990; Houthoofd és mtsai., 2002). 
1.4.2. Az autofágia és az élethossz kapcsolata
Az autofágia a károsodott makromolekulák és sejtszervecskék eltávolításában vesz 
részt. A sérült mitokondriumok és a magas ROS szint közvetlenül képes az autofágiát az Atg4 
aktiválásán keresztül aktiválni (Scherz-Shouval és mtsai., 2007). Ezek alapján logikus azt 
feltételezni, hogy az autofágia részt vesz az élethossz szabályozásában. C. elegansban a bec-1
gén csendesítése szuppresszálja a daf-2 és eat-2 mutánsok hosszú-élettartam fenotípusát 
(Meléndez és mtsai., 2003; Hars és mtsai., 2007; Jia és Levine; 2007; Hansen és mtsai., 
2008). Mindez felveti annak lehet ségét, hogy az autofág gének funkciója szükséges az 
inzulin/IGF-1 jelátvitel és a csökkent kalória bevitel élethosszt szabályozó hatásához.
Drosophilában az autofág rendszer aktivitása az életkor el rehaladtával folyamatos 
csökkenést mutat (Cuervo és Dice, 2000; Donati és mtsai., 2001; Martinez-Vicente és mtsai., 
2005; Simonsen és mtsai., 2007). A molekuláris károsodások, ill azok lebontási termékei a
lizoszómákban felhalmozódó, eltér  összetétel  degradációs „salakanyag”, az un. lipofuscin 
formájában halmozódnak fel (Terman és Brunk, 2004). Az autofág aktivitás csökkenésének 
egyik magyarázata, hogy a lizoszómában felhalmozódó lipofuscin csökkenti a lizoszómális 
lebontás hatékonyságát (Bergmann és mtsai., 2004). Mivel a sejt savas hidroláz termel  
kapacitása véges, az újonnan kialakult autofagoszómákba nem jut elegend  enzim, ezért a 
lebontás lassabban indul meg (Brunk és Terman, 2002). Ennek végs  következménye, hogy a 
sejtben a károsodott makromolekulák és sejtszervecskék felhalmozódnak. A sejt végül 
funkcióképtelenné válik, majd elpusztul. A kalórikus restrikció bizonyítottan mérsékli az 
autofág aktivitás korfügg  csökkenését (Cavallini és mtsai., 2001).
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1.5. A sejtméret szabályozása
A sejtnövekedés és sejtosztódás szorosan kapcsolt folyamatok: a sejt csak egy kritikus 
méret elérése után képes osztódni (Hafen és Stocker, 2003; Jorgensen és Tyers, 2004). A 
sejtnövekedés szabályozásának egyik aspektusa a felépít  és lebontó folyamatok 
homeosztatikus egyensúlya. A sejtek növekedését és ezen keresztül osztódásuk ütemét 
els sorban a tápanyag ellátottság határozza meg. A soksejt  szervezetekben a sejtnövekedést 
endokrin faktorok is szabályozzák, mint pl. az inzulin/IGF-1 vagy TGF-  szignalizációs 
útvonalak ligandumai (12. ábra) (Barnard és mtsai., 1990; Coelho és Leevers, 2000). Az 
autofágia központi szerepet játszik a molekula turnover szabályozásában, valamint aktivitása 
tápanyag valamint inzulin/IGF-1 és TGF-  ligandum függ . Ez felveti az autofágia 
sejtnövekedésben betöltött potenciális szerepét.
1.5.1. Sejtmnövekedést szabályozó útvonalak
C. elegansban a testméret szabályozásáért els sorban a Sma/Mab, a spectrin és 
calcineurin útvonalak felel sek (Savage-Dunn, 2001). A Sma/Mab útvonal liganduma a TGF-
 szupercsaládba tartozó DBL-1 fehérje (Morita és mtsai., 1999; Suzuki és mtsai., 1999) (12. 
ábra). A DBL-1 hatása dózisfügg  és a hipodermiszben érvényesül (Wang és mtsai., 2002). A 
ligandum köt dése a SMA-6 és a DAF-4 TGF-  receptorok kölcsönhatását váltja ki. A 
receptorok aktiválódása a SMA-2, -3, és -4 fehérjéket aktiválja, amelyek komplexet 
formálnak és a magban transzkripciós faktorként m ködnek (Morita és mtsai., 2002). A lon-1
gén az útvonal „downstream” komponense (Maduzia és mtsai, 2002; Morita és mtsai., 2002). 
A TGF-  útvonalat „upstream” a LON-2 fehérje gátolja (Gumienny és mtasi., 2007). A sma-
2, -3, -4, és -6 mutáns állatok rövid testméret ek, és a hímek abnormális farok struktúrával 
rendelkeznek (Baird és Ellazar, 1999). A lon-1 és lon-2 gének inaktiválása, valamint a dbl-1
gén overexpressziója megnövekedett testhosszt, vagyis Lon (Long) fenotípust eredményez 
(Morita és mtsai., 2002). A Sma/Mab mutáns állatok a vad típussal megegyez  számú 
sejtmaggal rendelkeznek, ami azt bizonyítja, hogy a kisebb testméretet a sejtméret csökkenése 
alakítja ki.
Az inzulin/IGF-1 útvonal szintén szerepet játszik a fonalféreg testméretének 
szabályozásában (McCulloch és Gems, 2003). A többi vizsgált modell rendszerrel ellentétben 
a csökkent inzulin/IGF-1 aktivitássa rendelkez  daf-2 mutáns állatok megnövekedett 
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testhosszal rendelkeznek. Az inzulin/IGF-1 útvonal downstream komponensei nem 
befolyásolják a testméretet, ami arra utal, hogy a daf-2 sejtnövekedést szabályozó hatása nem 
a kanonikus inzulin/IGF-1 útvonalon keresztül hat. A daf-2 egy RTK (tirozin kináz receptor) 
típusú receptort kódol, amely képes a Ras fehérje aktiválására is (Nanji, 2005). Ezért 
elképzelhet , hogy a DAF-2 sejtnövekedést szabályozó hatását a RAS/Raf/MAPK útvonal 
közvetíti.
12. ábra. A sejtméretet szabályozó endokrin útvonalak C. elegansban. A sejtek növekedését a tápanyag-
ellátottság mellett növekedési faktorok, például az inzulin-szer  molekulák és a DBL-1 szabályozzák. A DBL-1 
a Sma/Mab útvonalat aktiválja, ami a lon-1 gátlásán keresztül szabályozza a sejtméretet.  Az inzulin-szer  
molekulák a DAF-2 receptort aktiválják. A DAF-2 sejtnövekedést szabályozó hatásáanak mediátorai nem 
ismertek.
1.5.2. Az autofágia szerepe a sejtméret szabályozásában
A sejtméretet a lebontó és felépít  folyamatok egyensúlya határozza meg. A sejtalkotók 
lebontásáért az ubiquitin-proteaszóma rendszer és az autofágia a felel s. A fokozott autofág 
aktivitás Drosophilában és eml s sejttenyészetekben negatívan szabályozza a sejtméretet 
(Scott és mtsai., 2004; Hosokawa  és mtsai., 2006). atg5-/- mutáns egér fibroblaszt sejtekben 
például kimutatták, hogy az autofágia szükséges a sejtméret éhezés hatására bekövetkez  
csökkenéséhez. Drosophilában az autofágia aktiválása, amelyet az Atg1 protein kináz 
fokozott expressziójával idéztek el , a sejtméret csökkenéséhez vezetett (Scott és mtsai.,, 
2007). C. elegansban az eat-2 (eating defective-2) mutáns állatok rövid testméret ek, tehát az 
éhezés gátolja a sejtnövekedést (Mörck és Pilon, 2006).
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2. élkit zések
1, Az autofágia jellemzése C. elegansban
Az autofágia molekuláris mechanizmusát a 90-es években tárták fel az egysejt  
éleszt  rendszerben (Khalfan és Klionsky, 2002). Az els  metazoa autofág gén funkcionális 
jellemzése 2003-ban jelent meg az irodalomban.  Munkám célja az autofágia jellemzése volt a 
soksejt  genetikai modell rendszer Caenorhabditis elegansban. Els ként az éleszt  autofág 
gének C. elegans ortológjait terveztem meghatározni bioinformatikai módszerekkel. Ezután 
az autofág folyamat jellemzését (autofagoszómák képz dését) kívántam elvégezni 
elektronmikroszkópos módszerekkel a C. elegans egyedfejl dése során normális és 
tápanyaghiányos körülmények között. Az autofágia jellemzését két fénymikroszkópos 
módszerrel termveztem kiegészíteni: integrált gfp::lgg-1 riporter transzgén és lizoszóma-
specifikus LysoTracker Red festés segítségével céloztam vizsgálni az autofagoszómák 
lokalizációját. Végül genetikai módszerekkel (mutáns allélek használatával és 
géncsendesítéssel) szándékoztam inaktiválni számos C. elegans autofág gént.
2, Autofágia-deficiens fonalférgek éhezési stressz-toleranciájának vizsgálata
Autofág-mutáns törzsek L1 lárvastádiumban történ  éheztetésével kívántam 
meghatározni, vajon a folyamat szerepet játszik-e a C. elegans éhezési stresszre adott 
válaszában.  Az éheztetett törzsek túlélését terveztem összehasonlítani vad típusú kontroll és 
megnövekedett stressz-toleranciájú daf-2 mutáns állatok túlélésével.
3, Az autofág gének szerepének vizsgálata az öregedési folyamatban
Mivel az autofágia esszenciális a makromolekulák turnoverében, a következ  két 
fehérje lebontással szorosan összefügg  folyamatban vizsgáltam az autofág gének szerepét.
Ezek a folyamatok az öregedés és a sejtnövekedés. Az autofágia öregedési folyamatban 
betöltött potenciális szerepét korábban csak a multifunkcionális BEC-1 fehérje 
csendesítésével vizsgálták (Meléndez és mtsai., 2003), ezért több autofág mutáns törzs és 
autofág gén-specifikus RNS interferencia-kezelt állat élethosszát kívántam meghatározni. Az 
autofágia élethosszt szabályozó szerepének pontosabb megértéséhez az autofág gének 
mutációinak és csendesítésének hatásait terveztem vizsgálni különböz  hosszú-élettartamú 
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(„long-lived”) mutáns (inherensen kalorikus restrikciónak kitett állatok és csökkent 
mitokondriális légzéssel rendelkez  mutánsok) hátterekben.
4, Az autofág gének szerepének vizsgálata a sejtnövekedésben
Az autofágia sejtméret szabályozásában betöltött szerepének vizsgálatához autofág 
mutáns állatok testméretét kívántam meghatározni. Ezt a vizsgálatot sejtméret és sejttérfogat 
vizsgálatokkal terveztem kiegészíteni. Végül az autofág mutációk hatását „Lon” („long”: 
hosszú testméret) fenotípusú mutáns háttérben (inzulin/IGF-1 és TGF-  jelátvitel mutánsok) 
kett s mutáns (episztázis) elemzéssel szándékoztam meghatározni.
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3. Anyagok és módszerek
3.1. Autofág gének azonosítása C. elegansban 
Az autofág gének azonosítását az éleszt  ortológok alapján végeztem el. A keresést a 
Wormbase adatbázis saját BLAST programjával végeztem a http://www.wormbase.org/
db/searches/blast_blat oldalon. Az összehasonlítás a fehérje szekvenciák alapján történt, mivel 
ezek a DNS szekvenciáknál nagyobb fokú evolúciós konzerváltságot mutatnak. Az éleszt  
fehérjék szekvenciái az éleszt  adatbázisból származnak: http://www.yeastgenome.org. A 
fehérje szekvenciákat blastp módban vetettem össze (fehérje a fehérje adatbázissal szemben) a 
C. elegans (WS198) adatbázissal szemben. A hasonlósági értéktartomány határát 1xe0–ban 
határoztam meg.
3.2. A használt törzsek geno- és fenotípusa
Vad típusú C. elegans törzsként a Bristol N2 törzset használtam (Brenner, 1974). 
Munkám kezdetekor (2004-ben) csupán két autofág gén (unc-51/ATG1 és bec-1/ATG6) 
mutáns alléljeit ismerték. Az unc-51 funkcióvesztéses mutáns állatok paralizált mozgásúak 
(Unc, uncoordinated) (13. ábra) (Ogura és mtsai., 1994). Az Unc fenotípus a gén axon 
elonganációban betöltött szerepének következménye. 
13. ábra. Az unc-51 gén szerkezete. A skála az unc-51 pozícióját jelöli az V. kromoszómán. A kék kazetták 
exonokat, az ket összeköt  vonalak intronokat, a nyilak a transzkripció irányát jelölik. A két géntermék
(Y60A3A.1.1 és Y60A3A.1.2) alternatív „splicing” eredményeként jön létre. Az e369 allélben két pontmutáció 
található, amelyek a sárgával jelölt szakaszra térképez dnek. Az e1189 allél (nincs feltüntetve) a gén 
promóterében tartalmaz szekvenciális eltérést.
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A bec-1/ATG6 (beclin 1 orthologue-1) (14. ábra) funkcióvesztéses mutációk 
embriónális életképtelenséget okoznak (Takács-Vellai és mtsai., 2005). A használt törzsekben 
a bec-1(ok691) és bec-1(ok700) homozigóta mutánsok életképtelenségét az swEx520[pbec-
1::BEC-1::GFP + rol-6(sn1006)] extrakromoszómális transzgén segítségével menekítik. 
14. ábra. A bec-1 gén szerkezete. A skála a bec-1 pozícióját jelöli az IV. kromoszómán. A kék kazetták 
exonokat, az ket összeköt  vonalak intronokat, a nyilak a transzkripció irányát jelölik. A két géntermék
(T19E7.3.1 és T19E7.3.2) alternatív splicing eredményeként jön létre. Az ok691 és ok700 deléciós allélekben a 
deléció helyét a piros és a kék kazetta jelzik.
Ez a transzgén tartalmazza a bec-1 promóterét, amely a BEC-1::GFP (Green 
Fluorescens Protein) fúziós fehérje expresszióját szabályozza. A swEx520 riporter rendszer 
tehát egy funkcionális transzlációs fúziós konstrukció, amely – instabilitása miatt - kit n en 
használható genetikai mozaik analízishez. A rendszerben található rol-6(su1006) allél egy 
domináns transtformációs szelekciós marker gén (Kramer és mtsai., 1991), amely könnyen 
felismerhet  Rol (Roller, a mutáns állatok a tengelyük körül körbe forognak) fenotípust okoz. 
A mozaikos állatok [bec-1( ok691)IV; swEx520[pbec-1::BEC-1::GFP +  rol-6(sn1006)]]  és
[bec-1( ok700)IV; swEx520[pbec-1::BEC-1::GFP +  rol-6(sn1006)]] fenotípusa nagymérték-
ben variál (pleiotróp).
Munkám második szakaszában váltak elérhet vé az atg-18 (15. ábra), atg-7 és lgg-
3/atg-12 gének mutáns törzsei is. Az atg-7(tm831) és atg-12(tm1642) mutáns törzsek olyan 
deléciót tartalmaznak, ami a szomszédos gén egy részét is érintik, ezért ezeket a törzseket 
kés bb nem használtam a vizsgálatokhoz. Az atg-18(gk378) mutáns állatok morfológiailag és 
viselkedésileg vad fenotípusúak. Korábbi vizsgálatok nem er sítik meg a gén autofágiában 
betöltött szerepét.
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15. ábra. Az atg-18 gén szerkezete. A skála az atg-18 helyét jelöli az V. kromoszómán. A kék kazetták 
exonokat, az ket összeköt  vonalak intronokat, a nyilak a transzkripció irányát jelölik. A három géntermék
(F41E6.13b.1, F41E6.13b.2 és F41E6.13a) alternatív splicing eredményeként jön létre A gk378 allélben a 
deléció helyét a piros kazetta jelzi.
Az expressziós vizsgálatokhoz riporter géneket tartalmazó transzgénikus törzseket 
használtam. C. elegansban az autofág struktúrákra specifikus általánosan használt autofágia 
marker a saját promóterével meghajtott LGG-1 (LC3, GABARAP and GATE-16 family-1) 
fehérje, amelynek amino-terminális végéhez GFP fehérjét fúzionáltattak (Meléndez és mtsai., 
2003) (16.ábra). 
16. ábra. A plgg-1::gfp::lgg-1 transzgén szerkezete. Az lgg-1 2 kb. hosszúságú promóter régiója a GFP 
fehérjét kódoló szekvenciától „upstream” helyezkedik el. A gfp gén után („downstream”) található a lgg-1 gén 
kódoló szekvenciája, amelyb l az utolsó aminosavat kódoló triplet hiányzik. A géntermék egy GFP-jel lt 
funkcionális LGG-1 protein.
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A Beth Levine laboratoriumában el állított gfp::lgg-1 transzgénikus törzs a riporter 
konstrukciót extrakromoszómális formában tartalmazza (Meléndez és mtsai., 2003). A 
konstrukciót UV besugárzással (300 J/m2, 254 nm) integráltuk. A vad típussal 4-szer 
visszakeresztezett (izogenizált) törzset (buIs1[GFP::plgg-1::LGG-1]) használtam 
továbbiakban a vizsgálatokhoz.
A bec-1 expresszió vizsgálatához a már említett swEx520[pbec-1::BEC-1::GFP +  rol-
6(sn1006 ) menekít  konstrukciót használtam (17. ábra). A vizsgált törzs a transzgént 
extrakromoszómális formában tartalmazza. Az átíródó fehérje (C-terminális végéhez fúzionált 
GFP) funkcionális, menekíti a bec-1 mutáns állatok életképtelenségét.
17. ábra. A pbec-1::BEC-1::GFP konstrukció szerkezete. A vektor 9 kb-nyi promóter régiót és a teljes (3 kb) 
kódoló régiót tartalmazza. Az átíródó fehérje funkcionális, képes menekíteni a bec-1 mutáns állatok letálitását. A 
GFP riporter fehérje a BEC-1 C-terminális végére fúzionált.   
A patg-18::gfp transzgénikus törzs az atg-18 gén 1,8 kb-nyi promóter régióját 
tartalmazza a gfp szekvencia el tt. Mivel a konstrukció az atg-18 kódoló régióját nem 
tartalmazza, csak expressziós vizsgálatokra alkalmas, intracelluláris lokalizáció 
meghatározásához viszont nem (Hunt-Newbury és mtsai., 2007). 
Az inzulin/IGF-1 genetikai útvonal vizsgálatához a daf-2 (dauer formation defective-2) 
mutáns törzset használtam. A daf-2 a féreg inzulin/IGF-1 receptorát kódolja. A daf-2(e1370) 
mutáns állatok 25°C-on dauer lárva állapotba fejl dnek függetlenül a környezeti tényez kt l 
(Daf-c; Dauer konstitutív fenotípus). A daf-2(e1370) mutánsok 20°C-on tartva normálisan
fejl dnek, de a feln tt állatok kétszer hosszabb ideig élnek a vad típusnál, testméretük 
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megnyúlt (Lon), és fokozott zsírhalmozódás figyelhet  meg belükben, valaint megnövekedett 
stressz-toleranciát mutatnak (Kenyon és mtsai., 1993). Az inzulin/IGF-1 útvonal antagonistája 
a DAF-18 foszfatáz, amely a humán PTEN tumor szuppresszor fonalféreg ortológja (Ogg és 
Ruvkun, 1998). A daf-18(nr2037) mutáns állatok nem képesek dauer állapotba fejl dni még 
induktív (pl. feromon jelenlétében) körülmények között sem (Daf-d, Dauer-defektív 
fenotípus) (Gil és mtsai., 1999). Az útvonal hatására a DAF-16/FOXO transzkripciós faktor 
gátlódik: foszforilált és a citoplazmában lokalizálódik (Ogg és mtsai., 1997). A daf-16(mg54)
mutáns állatok szintén Daf-d fenotípusúak.
C. elegansban a csökkent kalória bevitel egyik leggyakoribb modelljei az Eat („eating-
defective”) mutáns állatok (Lakowski és Hekimi, 1998). Az eat-2(ad1116) mutánsok a 
garatfejl dés hibája miatt nem képesek a normális mennyiség  táplálék felvételére. Az eat-2 
gén a garat sejtjeiben aktív, egy nikotinos acetilkolin-receptort kódol, amely a garat pumpálás 
ütemét szabályozza (Raizen és mtsai., 1995).
A TGF-  jelátviteli útvonal elemzéséhez a lon-1(e185), lon-2(e1678) és ctIs40 (DBL-
1(+++)) törzseket használtam, amelyek mind megnyúlt testméret ek (Lon fenotípus). A ctIs40 
transzgénikus törzs a [ZC421(+); sur-5::gfp] konstrukciót tartalmazza, amelyr l a dbl-1 gén 
fokozottan expresszálódik (Morita és mtsai., 2002). A dbl-1 egy TGF-  típusú ligandumot 
kódol. A LON-2 a Sma/Mab útvonal antagonistája, míg a LON-1 a sejtméret szabályozásában 
résztvev  fehérje, aktivitását a TGF-  útvonal gátolja (Morita és mtsai., 2002).
A LysoTracker Red festések során a glo-4(ok623) mutáns törzset használtam 
érzékenyített genetikai háttérként. A glo-4 egy guanint kicserél  faktort (guanine nucleotide 
exchange factor; GEF) kódol (Hermann és mtsai., 2005). Hiányában a bélben található 
lizoszóma eredet  granulumok nem jelöl dnek LysoTracker Red festéssel (Hermann és 
mtsai.,  2005).
A him-8(e1149) mutáns törzsekben nagy gyakorisággal fordulnak el  hím állatok (Him: 
high incidence of males) (Hodgkin, 1998). A törzset az episztázis elemzések során 
keresztezésekhez használtam.
A jcIs1 törzs az [ajm-1::gfp; unc-29(+); rol-6(su1006)] konstrukciót tartalmazza. A 
ajm-1::gfp a „seam” sejtek térfogatának méréséhez használtam. Az ajm-1 egy 
sejtkapcsolatokért felel s molekulát kódol, ami az epitélium sejtek apikális határán fejez dik 
ki (Mohler és mtsai., 1998).
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unkám során el állított kett s mutánsok törzsek genotípusa:
unc-51(e1189)V; buIs1[GFP::plgg-1::LGG-1 + rol-6(su1006)]
eat-2(ad1116)II; unc-51(e1189)V 
eat-2(ad1116)II; bec-1( ok691)IV; swEx520[pbec-1::BEC-1::GFP +  rol-6(sn1006)]  
eat-2(ad1116)II; buIs1[GFP::plgg-1::LGG-1 + rol-6(su1006)]
daf-2(e1370)III ; daf-16(mg54)I
daf-2(e1370)III; buIs1[GFP::plgg-1::LGG-1 + rol-6(su1006)]
daf-2(e1370)III; unc-51(e369)V 
daf-2(e1370)III; bec-1( ok691)IV; swEx520[pbec-1::BEC-1::GFP +  rol-6(sn1006)]
lon-1(e185)III; bec-1( ok691)IV; swEx520[pbec-1::BEC-1::GFP +  rol-6(sn1006)]
lon-1(e185)III; unc-51(e369)V  
lon-2(e1678)III; bec-1( ok691)IV; swEx520[pbec-1::BEC-1::GFP +  rol-6(sn1006)]
lon-2(e1678)X.; unc-51(e369)V
[ZC421(+); sur-5::gfp]X; bec-1( ok691)IV; swEx520[pbec-1::BEC-1::GFP +  rol-6(sn1006)]
[ZC421(+); sur-5::gfp]X; unc-51(e369)V
[ajm-1::gfp; unc-29(+); rol-6(su1006)]; unc-51(e1189)V
[ajm-1::gfp; unc-29(+); rol-6(su1006)]; unc-51(e369)V
3.3. Törzsfenntartás és szinkronizálás
A C. elegans törzseket laboratóriumi körülmények között 15 és 25°C között, 
termosztátokban, m anyag Petri lemezekbe öntött NGM agaron, Escherichia coli (OP50-es 
auxotróf törzs) baktériumpázsiton (a továbbiakban NGM lemezen) tartottam fenn (Brenner, 
1974). Az állatokat egyedileg platina t  segítségével raktam át egyik NGM lemezr l a 
másikra. Nagyobb mennyiség  állat mozgatását spatula segítségével végeztem az agardarab 
kivágásával és áthelyezésével. Homozigóta mutánsok és integrált transzgénikus törzsek 
esetében elég volt a törzseket 1-2 havonta friss lemezre áthelyezni. 
Törzstisztítás
A C. elegans tenyészetek tisztántartása esszenciális a hatékony genetikai munkához. A 
baktériumokon kívül még micéliumos gombák és éleszt k okozhatnak fert zéseket. A 
legegyszer bb tisztítási módszer az egyedek egyesével vagy agarkockával együtt történ  
áthelyezése friss lemezre. Ezt a m veletet legalább kétszer, de szükség esetén többször kell 
megismételni. Súlyosabb fert zés esetén embriókat preparálunk hipokloritos módszerrel.  
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Ennek során steril desztillált víz : 5M NaOH : hipó = 2 : 1 : 2 arányú keverékében inkubáltam 
az állatokat addig, amíg a feln tt hermafrodita állatok teste lizálódott és a bennük lev  
embriók kiszabadultak (az embrió ellenállóbb a hipokloritos kezeléssel szemben, mivel 
kívülr l egy vastag burok – „egg shell” – határolja). Az embriókat ezután M9 fiziológiás
oldatban mostam, majd tiszta NGM lemezre juttattam.
Szinkronizálás
Azonos korú egyedeket a következ képpen nyertem (szinkronizálás). 20-30 darab fiatal 
feln tt hermafroditát tettem egy NGM lemezre, majd körülbelül 2 óra múlva (ezen id  alatt 
legalább 100 petét raknak a hermafroditák) a „mamákat” eltávolítottam. A petékb l szinkron 
kikel  lárvák 20°C-on körülbelül 45 óra alatt fejl dtek fiatal feln tt állapotba.
3.4. Keresztezések
A C. elegans törzsek sikeres keresztezéséhez egy 5 cm átmér j  NGM lemezb l 
eltávolítjuk az agar 4/5 részét úgy, hogy a maradék agart baktériumpázsit fedje. Az így kapott 
területre kb. 20 darab fiatal feln tt hím egyedet (az egyik törzs) és 6-8 darab kés i L4 vagy 
fiatal feln tt hermafroditát (másik törzs) helyezünk. Az állatokat egy éjszakán át 20°C-on 
tartjuk, majd másnap a hermafroditákat egyesével külön-külön lemezekre rakjuk. Sikeres 
keresztezés esetén az utódok 50 %-a hím lesz. Az F1 nemzedékb l a hermafroditákat még 
lárvaként egyesével külön lemezekre tesszük (meggátolva a hímekkel történ  keresztezést), 
majd az F2 nemzedéket teszteljük a mutáns fenotípusra.
3.5. RNS interferencia
A csendesíteni kívánt gének mRNS-ér l 800-1000 bázispár méret , más C. elegans
gének szekvenciáival homológiát nem mutató cDNS szakaszokat reverz transzkiptáz-alapú 
PCR (RT-PCR) segítségével sokszoroztam fel. A primerek tervezésekor az Primer3 
(http://fokker.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www_slow.cgi) internetes portálon 
elérhet  ingyenes programot használtam. A kapott cDNS-eket T-vektorba klónoztam 
(Promega), majd RNSi vektorba (pPD129.36) szubklónoztam (Timmons és Fire, 1998). Az 
ampicillin rezisztenciagént hordozó RNSi vektort egy speciális tetraciklin rezisztens HT115 
nev  E. coli törzsbe transzformáltam. A baktériumokat OD600=0,4-0,6-ig növesztettem, majd 
induktív (IPTG-t, Amp.-t és Tetr.-t tartalmazó) RNSi lemezekre cseppentettem és 
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szobah mérsékleten egy napig növesztettem (Kamath és mtsai., 2001; Timmons és mtsai., 
2001). A baktérium sejtek az IPTG hatására átírják a célgénekre specifikus dsRNS 
szakaszokat. A vizsgálathoz 3-5 L3 lárvát helyeztem RNSi lemezekre és az F1/F2 
generációkat vizsgáltam. Az RNSi vizsgálatok 25°C-on történtek.
3.5.1. Csendesített autofág gének
Az atg-9 az éleszt  ATG9 ortológja (18. ábra). C. elegansban a gén funkcióját még nem
vizsgálták.
18. ábra. Az atg-9 szerkezete. A skála az atg-9 pozícióját jelöli az V. kromoszómán. A lila kazetták exonokat, 
az ket összeköt  vonalak intronokat, a nyilak a transzkripció irányát jelölik. A két géntermék (T22H9.2a és 
T22H9.2b) alternatív splicing eredményeként jön létre. A tört nyilak a 3. és 9. exonokon az RNSi konstrukció 
készítéséhez használt primereinek bekötési helyeit mutatják.
Az atg-7 gén az éleszt  ATG7 ortológja, egy E1 ubiquitin-aktiváló enzimet kódol (19. 
ábra). Az atg-7 szükséges az autofágiához, és a normális dauer fejl désmenethez (Hars és 
mtsai., 2007).
19. ábra. Az atg-7 gén szerkezete. A skála az atg-7 pozícióját jelöli az IV. kromoszómán. A kék kazetták 
exonokat, az ket összeköt  vonalak intronokat, a nyilak a transzkripció irányát jelzik. A tört nyilak a 1. és 5. 
exonokon az RNSi konstrukció készítéséhez használt primereinek bekötési helyeit mutatják.
A clk-1 (clock abnormal-1) gén a demetoxi-ubiquinone (DMQ) mono-oxigenázt 
kódolja, amely az ubiquinon bioszintézisében játszik szerepet (20. ábra). Hiányában annak 
el anyaga, demetoxi-ubiquinon-9, halmozódik fel a sejtben, ami képes az ubiquinon szerepét 
ellátni az elektrontranszport láncban, viszont kevesebb ROS képz dését indukálja (Rea, 2001; 
Jonassen, 2001). A hosszú életidej  clk-1 mutánsok fiatal korukban csökkent respirációt 
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mutatnak. Az alacsonyabb mérték  ROS termelés okozza a megnövekedett élethosszt (Felkai, 
1999).
20. ábra. A clk-1 gén szerkezete. A skála a clk-1 pozícióját jelöli az III. kromoszómán. A lila kazetták az 
exonokat, az ket összeköt  vonalak intronokat, a nyilak a transzkripció irányát jelzik. A tört nyilak a 1. és 5. 
exonokon az RNSi konstrukció készítéséhez használt primereinek bekötési helyeit mutatják.
Az atp-3 (atp-synthase-3) a FoF1 ATP-áz delta alegységét kódolja (21. ábra), ami a V. 
elektrontranszport komplex tagja, és az ATP szintézisben vesz részt. Az atp-3 mutánsokban 
az ATP/AMP arány 0,8-ról 0,6-ra csökkent (Dillin és mtsai, 2002 ).
21. ábra. Az atp-3 gén szerkezete. A skála az atp-3  pozícióját jelöli az I. kromoszómán. A kék kazetták az 
exonokat, az ket összeköt  vonalak intronokat, a nyilak a transzkripció irányát jelzik. A tört nyilak a 3. exonon 
az RNSi konstrukció készítéséhez használt primereinek bekötési helyeit mutatják.
Az RNSi kísérletekhez használt primerek:
atg-9  (18. ábra)           
5’  3’ primer: AGA ATG GCG GTT ATT TGT GC 
3’  5’ primer: TGG TCA AGC TCG TTG AAG TG 
atg-7  (19. ábra)
5’  3’ primer: TGT CCG GTA CCC TTC TTC TG 
3’  5’ primer: AGA CGA TGA GCA GTT GCT TG
clk-1 (a szürke szín az NcoI hasító helyet jelöli) (20. ábra)
5’  3’ primer: CAT GCC ATG GCA TGC CGT GTA ATA ACC CGT GGA G        
3’  5’ primer: CAT GCC ATG GCA TGA ATA GCT CCC TTG CAT CCA G
apt-3 (a szürke szín az NcoI hasító helyet jelöli) (21. ábra)
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5’  3’ primer: CAT GCC ATG GCA TGT AAT GGC GCA ACT CAT GAA G
3’  5’ primer: CAT GCC ATG GCA TGG CAA GGG CAT CCT TGT ATT T
3.6. Elektronmikroszkópos vizsgálatok
A C. elegans elektronmikroszkópos vizsgálata speciális megközelítést igényel az állat 
kis testmérete és vastag kutikulája miatt. Ahhoz, hogy a fixáló, kontrasztosító és beágyazó 
szerek egyenletesen átjárják az állat sejtjeit, az állatot fixálás el tt éles pengével több darabra 
kell vágni. Az állatdarabokat a fixálást és a kontrasztosítást követ en bakteriológiai agarba 
ágyazzuk. Az agarkocka már elég nagy ahhoz, hogy a beágyazás során kezelni tudjuk. A 
mintát a beágyazás során úgy orientáljuk, hogy hosszanti metszeteket kapjunk. Ez a módszer 
biztosítja, hogy a lehet  legnagyobb felület legyen vizsgálható egy mintából, és kiküszöböli 
azokat a hibákat, amelyek abból adódnak, hogy a szövetek-sejtek anterior-poszterior irányban 
morfológiai különbségeket mutatnak. A minták vizsgálatát JEM100CX elektronmikroszkópon 
végeztem.
A minták el készítése 
A morfometriai vizsgálatokhoz a mintákat véletlenszer en választottam ki egy adott 
fejl dési stádiumon belül. Az éheztetéses vizsgálatoknál frissen vedlett L2 stádiumú vagy
feln tt vad típusú állatokat használtam. Az állatokat közvetlenül kikelés után 50 M 
ampicillin tartalmú fiziológiás M9 oldatba helyeztem. Az egyedeket egyesével kezeltem, így 
minden minta esetén nyomon követhet  a kikelés és az éhezés kezdetének pontos id pontja. 
8, 12, 24 és 48 óránként történt a mintavétel. Az autofág folyamatok gátlásához az állatokat 3 
mM leupeptin tartalmú, steril sz r n átsz rt M9 oldatba helyeztem.
Fixálás
Fixálás során az állatokat egyesével fixálószerben (0,2% glutáraldehid, 2,7% formaldehid, 
0,15 M neutralizált kokadilát pufferben) rögzítettem. A mintákat beágyazásig 4°C-on 
tartottam. 1 napos inkubációt követ en a fixálót kokadilát pufferrel mostam. A mosást 
háromszor ismételtem. Az els  mosás során 1-2 csepp 0,1 % ruthénium vörös festéket adtam 
az oldatokhoz (a festés a továbbiakban megkönnyítette a minták kezelését).
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Beágyazás agarba és kontrasztosítás
Beágyazáshoz 1,8-2%-os bakteriológiai agart használtam. Az agarpadra helyezett 
mintákat agarcseppel fedtem le. Pengével kivágtam a mintát, a kockát új agarpadra helyeztem 
90°-kal elforgatva, majd ismét lefedtem egy csepp agarral. Ezzel a lépéssel hoztam a mintát
megfelel  orientációba. A kontrasztosításhoz a kokadilát puffert 5 ml 0,5 %-os ozmium-
tetroxidra (0,1 M kokadilát pufferben) cseréltem és 1 órán át inkubáltam. A mintákat ezután 
kétszer mostam desztillált vízben, majd 1 %-os uranil-acetátban inkubáltam fél órán át, végül 
háromszor mostam desztillált vízben.
Beágyazás és metszés 
Beágyazás el tt a mintákat egyre növeked  koncentrációjú alkoholsorral (30, 50, 70, 90, 
96 %-os majd abszolút) és kémiai víztelenít vel (propilén-oxid) víztelenítettem. A mintákat 
TAAB 4 komponens  m gyantába ágyaztam. A mintákat száradás után el ször pengével 
megközelítettem, majd Reichert-Jung Ultracut-E type ultramikrotómmal metszettem. Egy 
állatból átlagosan 5 elektronmikroszkópos rostély készült, rostélyonként 70-100 metszettel. A 
mikroszkópos vizsgálat el tt a mintákat telített ólom-citráttal oldattal kontrasztosítottam.
3.7. Fénymikroszkópos vizsgálatok
A fénymikroszkópos vizsgálatokat Olympus BX-51 fels  megvilágítású mikroszkópon 
végeztem (a LysoTracker Red festékhez U-N41004, a GFP vizsgálatokhoz U-M41025 
filtereket használtam). A mintákat agarpadra (4%) helyeztem. Az agarra 0,2-0,5 M-os 
levamizolt cseppentettem, amely megbénítja, de nem öli meg az állatokat. A lizoszómák 
kimutatására LysoTracker Red DND-99 (Molecular Probes, Eugene) festéket használtam. A
C. elegans a LysoTracker Red-et táplálkozás útján veszi fel (2 μM LysoTracker Red tartalmú 
NGM lemezekr l). Az állatokat 20°C-on sötétben inkubáltam 24-48 órám át.
3.8. Éheztetés L1 lárvastádiumban
Az éheztetési kísérletekben az embriókat hipokloritos embriópreparálással izoláltam 
(lásd törzstisztítás). Az éheztetést 5 ml végtérfogatú koleszterolt (10 g/ml) és ampicillint (50 
m/ml) tartalmazó fiziológiás M9 oldatban végeztem. 2 naponta vettem mintát (kb. 50-100 
állat). A mintákat új NGM lemezekre pipettáztam, majd a folyadék felszáradását követ en 
megszámoltam a lárvákat. 1 nap várakozás után meghatároztam a túlél k számát.
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3.9. Élethossz mérések
Az élethossz vizsgálatokat fiatal feln tt korban kezdtem. Ehhez szinkronizált 
populációkat alkalmaztam. A csíravonal-aktivitásból ered  különbségek kiküszöbölésére az 
állatokat 1 napra 300 mg/ml FuDR (5-fluoro-2’-deoxyuriduóine) tartalmú lemezekre 
helyeztem. A FuDR leállítja a sejtek osztódását, így az állatok sterilekké váltak (Mitchell és 
mtsai., 1979). A FuDR kezelés a mérés 0. napja. Másnap mintánként 2-2 párhuzamos lemezre 
60-60 állatot tettem. A vizsgálatokat 25°C-on végeztem, a lemezeket naponta ellen riztem. 
Az elpusztult egyedeket (amelyek platinat vel történ  érintésre nem reagálnak) eltávolítottam 
a lemezekr l.
3.10. Testméret és sejtméret mérések
A testhossz vizsgálathoz 20°C-on tenyésztett, fiatal feln tt egyedeket használtam. Az 
állatokat 0,5 M-os nátrium-aziddal bénítottam meg. A vizsgálatokat egy mér skálával 
felszerelt fénymikroszkóppal végeztem. Törzsenként minimum 100 állatot vizsgáltam. Az 
állatok térfogatának valamint a „seam” sejtek kerületének meghatározását Olympus BX-51 
mikroszkóppal végeztem el. A térfogatot fiatal feln tt állatokban a V = (D/2)2·L = 
(1/4)· ·A2/L elméleti úton számított képlet alapján számoltam, ahol D az átmér , L a hossz, és  
A= L·D (Kammenga és mtsai., 2007). A „seam” sejtek térfogatának méréséhez szinkronizált 
L3 állatokat használtam.
3.11. Statisztikai módszerek
A statisztikai analíziseket, átlag-, hiba- és p érték-számítást SPSS 14 szoftverrel, a 
„Kaplan-Meier” analízissel végeztem, a páronkénti összehasonlításhoz a Mantel-Cox (log-
rank) tesztet használtam. Az élethossz méréseknél a „Cox propotional hazzard ratio” 
számításhoz a Statsoft szoftvert használtam. A számításokat páronként végeztem a teljes 
élethosszgörbe adatsorok felhasználásával (HR). A kapott értékek különbségéb l számoltam 
ki a hatásértékét (ER). Az ER negatív értéke azt jelenti, hogy egy autofág gén aktivitásának 




4.1. Az autofágia jellemzése C. elegansban
4.1.1. Az autofág (Atg) gének meghatározása C. elegansban 
C. elegansban ez idáig nem készült genetikai „screen” autofág gének azonosítására. A 
C. elegans autofág fehérjéket és géneket bioinformatikai módszerekkel azonosítottam az 
éleszt  autofág fehérje szekvenciák hasonlósága alapján (1. táblázat). A 27 ismert ATG gén 
közül 15 rendelkezik szignifikáns ortológgal a C. elegans genomban. Az ATG4 és ATG8
éleszt  géneknek 2-2 C. elegans ortológjuk is van. Ezek a paralóg szekvenciák feltehet en 
redundánsan m ködnek, magyarázva a megfelel  RNSi-kezelt állatok vad típusú 
morfológiáját és viselkedését. A C. elegans autofág gének jelenlétéb l arra következtethetünk, 
hogy az autofágia mechanizmusa konzervált módon m ködik nematodákban is. 








hasonlóság A kódolt fehérje funkciója éleszt ben
ATG1 unc-51 Y60A3A.1    8e-37 Protein szerin/treonin kináz, szükséges az autofágia indukciójához.
ATG2 M03A8.2  0,012
Periférikus membrán fehérje, részt vesz az 
autofagoszóma kialakulásában, és az Atg9 
reciklizációjához szükséges.
ATG3 Y55F3AM.4   1e-34 E2-szer  enzim, az Atg8-foszfatidil-etanolamin konjugátum létrejöttéhez szükséges.
ZK792.8    2e-20
ATG4
Y87G2A.3   1e-11
Cisztein proteáz, az Atg8 hasításáért felel s, szerepet 
játszik az autofagoszóma kapcsolódásában a 
mikrotubulusokhoz.
ATG5 atg-5 Y71G12B.12   0,002 Az Atg12-Atg5 konjugációs komplex tagja. 
ATG6 bec-1 T19E7.3   3e-09
Az Atg14, Vps34 és Vps15 fehérjékkel alkot 
komplexet, részt vesz bizonyos autofág fehérjék 
reciklizációjában. 
ATG7 atg-7 M7.5   e-110 A két konjugációs rendszer kialakulásához szükséges fehérje.
lgg-1 C32D5.9    6e-30
ATG8
lgg-2 ZK593.6   2e-15
Az Atg8-foszfetidil-etanolamin konjugációs rendszer 
komponense, az autofagoszóma kialakulásáért felel s.
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ATG9 atg-9 T22H9.2  2e-47
Az autofagoszóma kialakulásáért felel s 
transzmembrán fehérje, a mitokondrium és a 
preautofagoszóma között mozog.
ATG10 T18D3.4    0,003 E2-szer  enzim, az Atg12-Atg5 konjugátum kialakulásáért felel s.
ATG12 lgg-3 B0336.8    0,16 Az Atg5-Atg12 konjugátum tagja. 
ATG16 F02E8.5 0,078 A PAS kialakulásában együtt m ködik az Atg12-Atg5 konjugátummal.
ATG18 atg-18 F41E6.13 8e-15 Foszfatidil-inozitol-3,5-biszfoszfát-köt  fehérje, az Atg9 visszaforgatásában játszik szerepet. 
VPS34 let-512 B0025.1a 7e-95 Foszfatidil-inozitol 3-kináz, az Atg6 komplex része
VPS15 ZK930.1 4e-67 Szerin/treonin protein kináz, az Atg6 komplex tagja
Az 1. táblázatban nem feltüntetett éleszt  autofág géneknek BLAST kereséssel nem 
volt meghatározható szignifikáns féreg ortológja; ilyen gének például az Atg1 komplex tagjait 
kódoló ATG17 és ATG13. Az ATG17 és ATG13 gének nem rendelkeznek Drosophila vagy 
eml s ortológokkal sem (Klionsky, 2005). Elképzelhet  tehát, hogy bizonyos éleszt  autofág 
gének a soksejt ekben univerzálisan hiányoznak. Az Atg6/Beclin 1 komplex tagjai közül az 
atg-14 is hiányzik a C. elegans genomból. Az Atg14 csak az éleszt  rokonsági körében fordul 
el  és a szerepe a komplex többi tagjának a PAS-hoz kapcsolása (Obara, 2006). A PAS a 
magasabbrend  eukarióta szervezetekb l hiányzik, ami magyarázhatja az Atg14 hiányát. 
Több féreg ortológ esetében a szekvenciák nagyon alacsony hasonlósági értéket (magas E 
érték) mutatnak. Míg a lipid transzportért felel s rendszer és az Atg8-PE konjugációs rendszer 
tagjai egyértelm en kimutathatók C. elegansban, az Atg12-Atg5 konjugációs komplex 
tagjainál nagyon alacsony a hasonlósági (homológia) érték (pl. ATG12: 0,16; ATG5: 0,002; 
ATG16: 0,078 és ATG10: 0,003). Ezért az Atg12-Atg5 konjugációs komplex fehérjéit a jelen 
munka keretén belül továbbiakban nem vizsgáltam.
4.1.2. Autofagoszómák detektálása C. elegansban elektron-
mikroszkópiával
A C. elegans genomban megtalálható autofág gének önmagukban nem bizonyítják az 
autofág folyamat m ködését ebben az él lényben. Ezért a továbbiakban morfológiai szinten 
kívántam meghatározni, vajon detektálhatók-e autofagoszómák a C. elegans sejtekben, és ha 
igen, milyen sejtekre és szövetekre jellemz  az autofágia. Ezekre a kérdésekre 
elektronmikroszkópos vizsgálatokkal lehetegyértelm  választ adni. 
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A vad típusú állatokon végzett morfometriai vizsgálatokkal jellemeztem az autofág 
aktivitást normális tenyésztési körülmények között. Megvizsgáltam az autofagoszómák 
citoplazmatikus arányát az összes lárvastádiumban és feln tt korban, valamint három 
sejttípusban (hipodermiszben, bélsejtekben és testfali izomsejtekben). Normális (folyamatos 
tápanyag ellátottság) körülmények között alapszint  autofág aktivitást mutattunk ki a bél 
epitélium sejtjeiben és a hipodermiszben (2. táblázat). Ugyanakkor gyakorlatilag nem találtam
autofág struktúrákat a testfali izomsejtekben. A morfometriai mérések eredményei alapján 
kimondható, hogy a citoplazma teljes térfogatának csak egy igen kis hányadát teszik ki az 
autofág struktúrák, legnagyobb arányban a hipodermiszben fordulnak el , itt arányuk 
megközelítheti a 0,03%-ot (2. táblázat).  
2. táblázat. Az autofág struktúrák citoplazmatikus %-os aránya etetett körülmények között.
Állapot Hipodermisz Szórás Testfali izmok Szórás Bélsejtek Szórás
L1 lárva 0,011 0,006 0,006 0,005 0,011 0,007
L2 lárva 0,007 0,007 0,000 0,000 0,002 0,002
L3 lárva 0,008 0,003 0,000 0,000 0,004 0,004
L4 lárva 0,021 0,009 0,000 0,000 0,008 0,006
Feln tt 0,026 0,007 0,000 0,000 0,009 0,006
Átlagos
eloszlás 0,015 0,006 0,001 0,001 0,007 0,005
A morfometriai vizsgálatokat L2 stádiumú állatokon is elvégeztem etetett, illetve 10 és  
25 órán át baktériummentes fiziológiás oldatban (M9) éhez  állatokon. Az éheztetés hatására 
az autofág struktúrák száma els sorban a hipodermiszben emelkedett meg, itt 10 óra éheztetés 
után arányuk elérte a 0,13%-ot. További éheztetés hatására az autofágia aktivitása újra 
csökkent (3. táblázat). 
3. táblázat. Az autofág struktúrák citoplazmatikus %-os aránya L2 lárvastádiumban éheztetés hatására.
Éheztetés 
id tartama Hipodermisz Szórás
Testfali 
izmok Szórás Bélsejtek Szórás
Átlagos 
eloszlás
0 óra 0,007 0,007 0,000 0,000 0,004 0,003 0,004
10 óra 0,134 0,134 0,071 0,064 0,072 0,052 0,092
25 óra 0,127 0,072 0,013 0,009 0,054 0,031 0,065
A továbbiakban az éhezés autofágiára gyakorolt hatását feln tt állatokban vizsgáltam. 
Éheztetett (baktériummentes M9 oldatban tartott) feln tt állatokban az L2 stádiumú lárvákkal 
szemben 10 és 25 óra éheztetés után nem találtunk kimutatható mennyiség  autofág struktúrát 
egyik sejttípusban sem, beleértve a hipodermisz- és a bélsejteket (22. árba, B és D panelek). 
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Érdekes módon az éhez  feln tt állatok bélsejtjeiben jelent s lipid halmozódás volt 
megfigyelhet  az elektronmikroszkópos felvételeken (22. árba, D panel).
22. ábra. 10 órás éhezés autofágiára gyakorolt hatása feln tt állatokban. (A) 3 mM leupeptin (autofágia 
gátló) hatására 10 óra éhezés után a hipodermisz sejtekben sötét beltartalmú, részben emésztett, aggregálódott 
autofagoszómák figyelhet k meg. (a fehér nyíl az aggregálódott autofagoszómákat jelöli). (B) Feln tt állatok 10 
órás éheztetése után az elektronmikroszkópos felvételeken nem figyelhet  meg számottev  autofág aktivitás sem 
a bél, sem a hipodermisz sejtekben (H: hipodermiszsejt, B: bélsejt). (C) a leupeptin-kezelt állat belében 
ismeretlen eredet  sötét testek jelennek meg, amik a kezeletlen állatok bélsejtjeib l hiányoznak, miközben a 
lipid-cseppek kisebb mennyiségben fordulnak el  (a fehér nyilak a leupeptin-kezelés hatására megjelent 
struktúrákat, a fekete nyilak lipid cseppeket jelölnek). (D) 10 óra éhezés után a bélsejtben lipid halmozódik fel (a 
fekete nyilak a lipid-felhalmozódást jelölik).
Annak eldöntésére, hogy az éhezés hatására az autofágia aktiválódik-e, 3 mM 
koncentrációjú leupeptines kezelést alkalmaztam. A leupeptin blokkolja a lizoszómális 
lebontást, így az autolizoszómák felhalmozódnak a sejtekben (Tanaka és mtsai., 1979). Ez a 
koncentráció a sejtkultúrák esetén használt koncentráció hatszorosa (Aronson és mtsai., 
1981). Ennél alacsonyabb koncentráció nem bizonyult hatásosnak, aminek az lehet az oka, 
hogy a leupeptin nehezen jut át a C. elegans kutikuláján. A leupeptin-kezelt állatok 
hipodermiszében sötét beltartalmú, részben emésztett, aggregálódott autofagoszómák 
figyelhet k meg Ezek mérete a szokásos autofagoszómákénál kisebb (23. ábra). A 
bélsejtekben felhalmozódott vezikulák nem mutatják az autofág struktúrák jellegzetességeit
(22. ábra, D panel). Ugyanakkor a lipid cseppek halmozódása csökkent a bélben a leupeptines 
kezelés hatására (22. ábra). Az izomsejtekben nem tapasztaltam zsírcsepp felhalmozódást. 
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23. ábra. Az autofagoszómák mérete csökkent a leupeptin kezelés hatására. (A) Szokásos autofagoszómák, 
0,5 m átmér j , egyesével el forduló struktúrák. (B) Autofagoszómák éhez , leupeptin-kezelt állatokban.
Nagyszámú, 0,1 m-nél kisebb autofág struktúrák aggregációja figyelhet  meg.  A fehér nyilak az autofág
struktúrákat jelölik. A fekete ellipszis az aggregátumot fogja körbe.
Éleszt ben az Atg1 esszenciális szerepet játszik az autofág folyamat iniciálásában 
(Matsuura, és mtsai., 1997). Az UNC-51 az éleszt  Atg1 autofág fehérje féreg ortológja 
(Meléndez és mtsai., 2003). unc-51(e369) mutánsok elektronmikroszkópos vizsgálatával 
terveztem megválaszolni azt a kérdést, vajon az UNC-51 szerepet játszik-e az autofágiában. 
24. ábra. Multivezikuláris testek egy unc-51 mutáns állat hipodermális sejtjében. (A) Normális
autolizoszóma egy vad tíousú állat hipodermális sejtjében. (B) unc-51 mutáns hipodermiszében el forduló, 
aggregált autofág struktúrák. A mutáns állatban az autolizoszómák „mielinizált” membránnal jellemezhet  
multivezikuláris testekké állnak össze. A fekete nyilak autofág vezikulákat jelölnek. A fekete csík 1 μm-nek felel 
meg. 
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A várakozással ellentétben az unc-51(e369) mutánsokban kimutathatók autofág 
struktúrák (24. ábra). A mutáns állatok hipodermális sejtjei egyaránt tartalmaznak kezdeti 
stádiumú és er sen degradálódott beltartalmú kés i autolizoszómákat. A vad típussal 
összehasonlítva az unc-51 mutánsokban az autofág struktúrák hiányoztak a testfali izmokból 
és a bélsejtekb l. A hipodermiszben a vad típustól eltér  morfológiájú autofág struktúrák 
figyelhet k meg, amelyek „mienilizált” membránnal határolt multivezikuláris testekké állnak 
össze (24. ábra).
4.1.3. Autofág gének expressziós analízise C. elegansban
Az autofág struktúrák fénymikroszkópos vizsgálatához az általánosan használt 
GFP::LGG-1 riporter rendszert használtam (Meléndez és mtsai., 2003). Vizsgálataim 
kezdetén az eredetileg extrakromoszómális (instabil) rendszert UV besugárzással integráltam 
és a kezelt állatokat izogenizáltam. Az integrált GFP::LGG-1 riporter vizsgálatakor azt 
tapasztaltam, hogy a GFP jelölés diffúz és pontszer  eloszlásban egyaránt megfigyelhet  a 
különböz  sejttípusokban. 
25. ábra. A GFP::LGG-1 riporter expressziója vad típusú genetikai háttérben. (A) Egy vad típusú feln tt 
állatban a GFP::LGG-1 jelölés számos szövettípusban megfigyelhet , ezek a szövetek a bél, a „seam” sejtek, a 
vulva izmai, a gonádkarok, a végbél körüli izmok és egyes idegsejtek, a garat expressziója háttér. (B) Egy feln tt 
állat belében a GFP::LGG-1 eloszlása nem egyenletes: intenzív jelölés figyelhet  meg a mikrovillusokban, a 
bélsejt többi területén gyenge diffúz és pontszer  eloszlás figyelhet  meg  (a fehér nyíl a mikrovillust jelöli). (C) 
L4 lárvastádium és feln tt határon lév  letargusz hipodermiszében és a „seam” sejtekben intenzív, pontszer  
GFP::LGG-1 eloszlás figyelhet  meg (a fehér nyíl egy „seam” sejtet jelöl). (D) Az embrionális szomatikus 
sejtekben a GFP::LGG-1 riporter pontszer  és diffúz eloszlásban lokalizálódik.
Az autofagoszómákat feltehet en a riporter pontszer  akkumulációja jelöli (25. ábra). 
A GFP::LGG-1 expressziója embriótól a feln tt állatig minden egyedfejl dési stádiumra 
jellemz  volt. Legintenzívebben a fejl d  bélben, a gonádfalban, a vulva és végbél körüli 
izmokban, a hipodermiszben, a „seam” sejtekben és a gonád disztális csúcsisejtjeiben 
expresszálódik, de kimutatható a legtöbb idegsejtben is (25. ábra). A GFP::LGG-1 jelölés 
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intenzitása a bélsejtekben nem egyenletes, a mikrovillusokban intenzívebb jelöl dés 
figyelhet  meg (25. ábra, B panel). 
26. ábra. GFP::LGG-1 expresszió unc-51(e369) mutáns háttérben. (A) Egy L2 stádiumú unc-51 mutáns
lárva bélsejtjeiben a GFP::LGG-1 riporter nem expresszálódik (a fehér nyíl a bélsejteket mutatja), a garat 
expressziója háttér, a feji részen a hipodermiszben diffúz eloszlás látható. (B) Egy L2 stádiumú unc-51 mutáns
lárva hipodermális sejtjeiben és „seam” sejtjeiben a GFP::LGG-1 diffúz eloszlást mutat (a fehér téglalap egy 
„seam” sejtet jelöl.
A vad típus mellett megvizsgáltam a GFP::LGG-1 riporter expresszióját autofágia 
deficiens és fokozott autofágiát mutató mutáns hátterekben is. Autofágia deficiens genetikai 
háttérként a gfp::lgg-1 konstrukciót hordozó unc-51(e369) mutánsokat készítettem és 
vizsgáltam (26. ábra). Az unc-51(369) mutánsok elektronmikroszkópos vizsgálata alapján azt 
vártam, hogy a GFP::LGG-1 expresszió a vad típusú háttérhez hasonló lesz. Valóban, az  unc-
51(e369) mutáns embriókban a GFP::LGG-1 expresszió hasonló a vad típuséhoz (nem 
mutatott adatok). Lárvális és feln tt korban azonban a mutánsokban a GFP::LGG-1 jelöl dés 
jellemz en csak diffúz jelleg , szinte teljesen hiányzik a bélsejtekb l, a reproduktív 
szervekben és a „seam” sejtekben pedig er sen csökkent a jelöl dés szintje (26. ábra).
A csökkent inzulin/IGF-1 jelátvitel  daf-2(e1370) mutánsokban és a táplálkozási-
defektív eat-2(ad1116) mutánsokban irodalmi adatok alapján az autofágia fokozott 
m ködését, ezzel együtt a pontszer  GFP::LGG-1 expresszió növekedését vártam. daf-
2(e1370) mutáns háttérben a pontszer  GFP::LGG-1 expresszió els sorban a hipodermiszben 
és a bélben növekedett meg (27. ábra). Hasonló változás figyelhet  meg a daf-2(e1370)
mutánsok testfali izomsejtjeiben is (27. ábra). Az eat-2(ad1116) mutánsokban a pontszer  
GFP::LGG-1 expresszió a bélben és a hipodermiszben er sebb a vad típushoz képest (28. 
ábra). 
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27. ábra. GFP::LGG-1 expresszió daf-2(e1370) mutáns háttérben. (A) GFP::LGG-1 expresszió egy daf-2
mutáns feln tt  állat bélsejtjeiben (a belet a nyíl mutatja). (B) GFP::LGG-1 expresszió egy daf-2 mutáns L3 
stádiumú lárva fejl d  vulva sejtjeiben és testfali izmaiban (a vulvát a nyíl mutatja). (C) GFP::LGG-1 expresszió 
egy daf-2 mutáns L4 lárva és feln tt állapot határán lév  letargusz testfali izomsejtjeiben és „seam” sejtjeiben 
(az izmot a nyíl jelöli, a keret egy „seam” sejtet mutat).
28. ábra. GFP::LGG-1 expresszió eat-2(ad1116) mutáns háttérben. (A) GFP::LGG-1 expresszió egy eat-2
mutáns feln tt állat hipodermális sejtjeiben (B) GFP::LGG-1 expresszió egy eat-2 mutáns feln tt állat bél 
sejtjeiben (a belet a nyíl mutatja). A hipodermiszben és a bélsejtekben jelent sen emelkedett a pontszer  
struktúrák száma a vad típushoz képest.
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Egy másik autofágia marker a BEC-1/Atg6 fehérje GFP-jelölt transzlációs fúziós 
riporter rendszere (Takács-Vellai és mtsai., 2005). A BEC-1 expresszióját vad típusú 
háttérben vizsgáltam. Mivel a konstrukció nem integrált (extrakromoszómális rendszer), a 
sejtek egy részéb l véletlenszer en elveszhet (mozaikos expresszió). 
29. ábra. BEC-1::GFP expresszió különböz  szövetekben. (A) Egy L4/Adult letargusz stádiumú állat „seam” 
sejtjeiben és belében megfigyelhet  BEC-1::GFP expresszió (a fehér nyíl a belet jelöli). (B) Egy feln tt állat feji 
részén a BEC-1::GFP expresszió a garatban és a bélben fordul el  (a nyíl a garatot jelöli). (C) Egy feln tt állat 
belében a BEC-1::GFP expresszió eloszlása nem egyenletes, els sorban a sejtmagok körül lokalizálódik (a nyíl 
egy sejtmagot jelöl). A BEC-1::GFP expresszió megfigyelhet  a vulvaszövetben is (a keretezés a vulvát jelöli). 
(D) BEC-1::GFP expresszió egy feln tt állat hasdúcláncában (a nyíl a hasdúcláncot jelöli).
A BEC-1::GFP jelöl dés megtalálható minden fejl dési állapotban. Nagyszámú egyed 
vizsgálata alapján megállapítható, hogy az egyes fejl dési szakaszokban a riporter majd 
minden szomatikus sejttípusban expresszálódik, így többek között a bélsejtekben, a 
hipodermiszben, a „seam” sejtekben, és a reproduktív szövetekben (29. ábra). A BEC-1:GFP 
expresszió jelen van a garatideggy r , a ventrális hasdúclánc és a végbél körüli idegsejtekben
is (29. ábra). A GFP::LGG-1 expresszióhoz hasonlóan a BEC-1::GFP jelöl dés diffúz és 
pontszer  eloszlást egyaránt mutat a bélsejtekben. Érdekes módon a bélsejtekben jellemz  
perinukleáris halmozódás is megfigyelhet .
Munkám során egy harmadik autofág riportert is sikerült beszereznem, az atg-18::gfp
transzkripcionális fúziós rendszert. Baillie és mtsai. által készített ripoterkonstrukció nem 
tartalmazza az atg-18 kódoló régióját; a gfp gént csak az atg-18 promóter vezérli. Ennek 
következtében a GFP sejten belüli eloszlása diffúz. Az atg-18 az összes fejl dési stádiumban 
és a feln tt állatokban is expresszálódik. A GFP jelöl dés kimutatható a bélben, a testfali 
izomsejtekben, a hipodermiszben, a „seam” sejtekben, valamint jellemz  a ventrális 
idegdúcra, a feji és farki idegsejtekre (30. ábra).
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30. ábra. Az atg-18 expressziója. (A) Egy L4 lárvában az atg::gfp a fejl d  vulva szövetben (a vulvát a 
keretezés jelöli) és a hasdúcláncban (a nyíl a hasdúcláncot jelöli)expresszálódik. Embriókban az atg-18::gfp az 
összes sejttípusban aktív. (B) Egy feln tt állatban az atg-18::gfp belében és a garat-ideggy r jében (a nyíl a 
garat-ideggy r t jelöli) expresszálódik. (C) agt-18::gfp expresszió egy feln tt állat testfali izmoksetjeiben (a nyíl 
egy izomsejtet jelöl).
4.1.4. Autofág struktúrák detektálása lizoszóma-specifikus festékkel
Drosophilában és eml sökben az autofágia detektálására gyakran alkalmaznak vitális 
festékeket, például acridin orange-ot vagy LysoTracker Red festéket (Ren és mtsai., 2008). A 
Lysotracker Red festék a savas kompartmentumok kimutatására alkalmas. Semleges 
közegben szabadon diffundál a sejtmembránon keresztül, majd er sen savas közegben 
protonálódik és a membránnal határolt sejtszervecskében marad (Seglen, 1983). 
31. ábra. A savas kompartmentumokat jelöl  LysoTracker Red fest dés vad és autofág mutáns 
állatokban. (A) LysoTracker Red fest dés egy vad típusú L2 stádiumú lárvában (a nyíl egy granulumot jelöl). 
(C) Egy fél óráig éhez  L3 stádiumú lárva belében a granulumok csak a farki végen láthatóak (a nyíl a bél farki 
végén látható granulumokat jelöli). (B) L2 stádiumú unc-51(e369) mutáns állatok belében a granulumok az 
éhez  állatokhoz hasonlóan csak a farki végen figyelhet ek meg (a nyíl a bél farki végén látható granulumokat 
jelöli). (D) Egy L2 stádiumú atg-18(gk378) mutáns lárva belében a granulumok az éhez  állatokhoz hasonlóan 
csak a farki végen figyelhet ek meg (a nyíl a bél farki végén látható granulumokat jelöli).
A Lysotracker Red els sorban a lizoszómákat jelöli, az acridin orange-nál nagyobb 
specifitással, ezért alkalmas az autofág aktivitás mikroszkópos vizsgálatára. Drosophila
zsírtestben 3 óra éheztetés után nagy mennyiség  lizoszómális lebontást jelez a festék (Scott 
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és mtsai., 2004). Munkám során megvizsgáltam a Lysotracker Red alkalmazásának 
lehet ségét C. elegansban az autofágia detektálásához. A LysoTracker Red vad típusú 
háttérben nagy mennyiségben halmozódik fel a bél lizoszómális eredet  
kompartmentumaiban (Hermann és mtsai., 2005) (31. árba, A panel). Ezek a 
kompartmentumok éhezés hatására elt nnek a bélb l (31. árba, B panel).
32. ábra. A LysoTracker Red jelöl dés és GFP::LGG-1 expresszió ko-lokalizációja glo-4 mutánsokban.  
(A) Egy L4 és feln tt stádium határán lév glo-4 mutáns belében nem figyelhet ek meg a LysoTracker Red 
pozitív granulumok (a piros fest dést a bél lumenében maradt festék okozza), ugyanakkor a bélb l a vad típusra 
jellemz  GFP::LGG-1 jelölés is hiányzik (a vastag nyíl a belet jelöli). Ennek az állatnak a feji részén a 
hipodermiszben látható a GFP::LGG-1 a LysoTracker Red festés ko-lokalizációja (a ko-lokalizáló struktúrákat a 
vékony nyíl jelöli). A „seam” sejtek diffúz GFP::LGG-1 jelölése mellett nem látható LysoTracker Red jelölt 
kompartment, azaz lizoszóma (a „seam” sejtet a keretezés jelöli). (B) Egy L4/Adult stádium határán lév glo-4
mutáns hipodermiszében és „seam” sejtjeiben látható pontszer  GFP::LGG-1 jelölés és a LysoTracker Red 
fest dés között ko-lokalizáció figyelhet  meg (a keretezés a „seam” sejtet, a nyíl a hipodermális szincíciumot
jelöli). (C) Egy vad típusú L3/L4 letargusz stádiumú állatban a bél er s LysoTracker Red fest dése mellett a 
GFP::LGG-1 és a LysoTracker Red ko-lokalizációja nehezen vizsgálható.
Az éhez  állatokéhoz hasonló Lysotracker Red fest dési mintázat figyelhet  meg az 
unc-51(369) és atg-18(gk378) mutáns állatokban is (31. árba, C és D panelek). Ez arra utal, 
hogy az autofág mutáns állatok folyamatos „éhezés-szer ” állapotban vannak. A LysoTracker 
Red más sejttípusban történ  eloszlása a bélben felhalmozódott festék er s háttere mellett 
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nehezen detektálható. A LysoTracker Red alkalmazásában további hátrányt jelent, hogy a 
jelölés a megvilágítást követ en 3-4 másodperc alatt teljesen elhalványul.
Az LGG-1 többféle membrán átrendez déssel járó folyamatban vesz részt (Klionsky, 
2005). A nem autofág-specifikus jelöl dés kisz résére a GFP::LGG-1 és LysoTracker Red 
jelölések ko-lokalizácóját vizsgáltam glo-4(623) mutáns háttérben. A glo-4 mutánsokból 
hiányoznak a bél lizoszómális eredet  savas granulumai, amelyekben a LysoTracker Red 
normálisan felhalmozódik (Grill, 2007). A glo-4 mutánsok bélsejtjei nem mutatnak a vad 
típusú állatnál megfigyelhet  pontszer  GFP::LGG-1 jelöl dést (32. árba, A panel). Ebb l 
arra lehet következtetni, hogy az LGG-1 fehérje a bélben azokhoz a lizoszómális eredet  
granulumokhoz kapcsolódik, amelyeket a LysoTracker Red is jelöl.
33. ábra. A LysoTracker Red jelöl dés és a GFP::LGG-1 pontszer  expresszió.  (A) Egy feln tt glo-4
mutáns végbél körüli izmaiban látható GFP::LGG-1 jelölés nem ko-lokalizál a LysoTracker Red pozitív 
granulumokkal (a nyíl a végbél körüli izmokat jelöli). (B) Egy L3 stádiumú lárva GFP::LGG-1-jelölt disztális 
csúcsi sejtjében a GFP::LGG-1 jelöl dés nem mutat ko-lokalizációt a LysoTracker Red fest déssel (a nyíl a 
disztális csúcsi sejtet jelöli). (C) Egy embrióban megfigyelhet  GFP::LGG-1 expresszió és LysoTracker Red 
jelöl dés. 
Ezek a granulumok nyilvánvalóan kapcsolatban állnak az autofág folyamattal. A 
LysoTracker Red jelöl dés és a pontszer  GFP::LGG-1 expresszió ko-lokalizációja a 
hipodermiszben és a „seam” sejtekben volt jellemz  (32. árba, B panel). A LysoTracker Red 
fest dés és a pontszer  GFP::LGG-1 expresszió nem mindig ko-lokalizálódik a vizsgált 
állatokban (32. ábra). Lárvákban és feln tt állatokban nem találtam ko-lokalizációt a 
GFP::LGG-1 és LysoTracker fest dés között a gonádfalban, a gonadális disztális 
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csúcssejtekben, a vulva szövetben, a végbél körüli izomsejtekben, és az idegsejtekben (34 
árba, A és B panelek). A korai stádiumú embriókban látható pontszer  GFP::LGG-1 jelöl dés 
sem ko-lokalizálódik a LysoTracker Red jelöléssel (34 árba, C panel).
4.1.5. A „seam” sejtek GFP::LGG-1-pozitív „ikerfoltjai” Golgi 
struktúrák
A „seam” sejtek az állat két oldalán a hipodermiszbe ágyazva találhatóak, szerepet 
játszanak a kutikula szintézisében. A kikelést, illetve a vedlést megel z  id szakokban 
(embrióban és a letargusz stádiumban) a „seam” sejtek sejtmagjának két oldalán egy páros, 
nagyméret , fénymikroszkópos vizsgálatok során gömbszer nek mutatkozó GFP::LGG-1-
pozitív struktúra jelenik meg, amelyet formája miatt „ikerfoltnak” neveztem el.
34. ábra. „Ikerfolt”-szer  GFP::LGG-1-pozitív struktúrák „seam” sejtekben.  (A) „Ikerfolt”-szer  
GFP::LGG-1-pozitív struktúrák konfokális mikroszkóppal vizsgálva vezikuláris szerkezet nek látszanak (az 
„ikerfoltokat” a nyilak jelölik). (B) Egy L4 és feln tt stádium határán lév  letargusz állatban a (közvetlenül a 
vedlés el tt) a „seam” sejtekben láthatóak a GFP::LGG-1 pozitív páros struktúrák, ez a jelölés ko-lokalizálódik a 
LysoTracker Red jelöléssel. (C) Egy L2/L3 stádiumú lárvában a „seam” sejtekben a BEC-1::GFP jelöli az 
„ikerfoltokat”. (D) Egy embrió „seam” sejtjének elekrtonmikroszkópos felvételén látható, hogy a sejtmag két 
oldalán egy-egy nagyméret  hipertróf Golgi struktúra látható, amelyek pozíciója alapján az ikerfoltnak felelnek 
meg (a keskeny nyilak a két Golgit, a vastag nyíl a sejtmagot jelöli, a bar 1 μm-t jelöl). (E) Egy L2/L3 stádiumú 
unc-51 mutánsban az „ikerfolt” csaknem normális megjelenés  (a fénymikroszkópos képeken a keretezés a 
„seam” sejteket jelöli).
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A „seam” sejtekre jellemz  „ikerfolt” kimutatható GFP::LGG-1 és BEC-1::GFP 
markerekkel, valamint fest dik LysoTracker Red festékkel is (34. árba, A, B és C panelek). 
Konfokális mikroszkópban vizsgálva az „ikerfolt” vezikuláris szerkezet  (34. árba, A panel). 
Ismert, hogy vedlés el tt a sejtmag két oldalán hipertrofizált Golgi struktúrák jelennek meg 
(Cho, 2005). Annak eldöntésére, hogy az „ikerfolt” valóban Golgi eredet  struktúra, 
elektronmikroszkópos vizsgálatokat végeztem. A vizsgálatok során két nagyméret  Golgi 
eredet  struktúra volt megfigyelhet  a sejtmag két oldalán, az „ikerfoltoknak” megfelel  
pozícióban (34. árba, D panel). unc-51 mutáns állatokban a GFP::LGG-1 riporterrel jelölt 
„ikerfoltok” gyakorlatilag normálinak mutatkoznak (34. árba, E panel). Ez azt sugallja, hogy a 
struktúra az autofág folyamattól független.
4.2. Autofág gének szerepe az éhezési stresszválaszban 
Az autofágia els dleges sejttani funkciója az éhezésre adott stresszválaszban van 
(Klionsky, 2005). Annak igazolására, hogy az autofág gének C. elegansban is részt vesznek 
az éhezési stresszválaszban, autofág (unc-51, bec-1/atg-6 és atg-18) funkcióvesztéses 
mutánsokat éheztettem L1 lárvastádiumban. Tápanyagok hiányában az L1 lárvák fejl dése 
megakad, és ebben az állapotban akár 2 hétig is életben maradnak (Derry, 2001).
4. táblázat. Autofág gének mutációja csökkenti az L1 lárvák túlélését éhezési körülmények között.
Genotípus Átlagos túlélés/nap N Szórás p
N2 (vad típus) 12,76 445,00 0,11
bec-1(ok691); Ex[bec-1(+)] 3,35 763,00 0,14 0,0000
unc-51(e369) 8,67 1179,00 0,16 0,0000


























35. ábra. Éheztetett autofág mutáns L1 stádiumú lárvák csökkent túlélése. Az N2 a vad típusú 
kontroll. A görbékhez tartozó adatokat és statisztikai értékeket a 4. táblázat tartalmazza. Az autofág mutáns 
állatok túlélési képessége jelent sen kisebb, mint a vad típusé.
Autofág mutánsok éheztetése során jelent sen csökkent a kezelt állatok 
túlél képessége. Míg a vad típusú L1 lárvák átlagosan 12,7 ± 0,1 napig élnek, addig az unc-
51(e369) mutáns L1 lárvák 8,6 ± 0,2 napig, a bec-1(ok691); Ex[bec-1(+)] mozaikos L1 
lárvák 3,4 ± 0,1 napig, az atg-18(gk378) mutáns L1 lárvák pedig 7,1 ± 0,2 napig képesek 
életben maradni (4. táblázat, 35. ábra). Ez azt bizonyítja, hogy a vizsgált C. elegans autofág 
gének szükségesek az éhezési stressztoleranciához.
Az inzulin/IGF-1 útvonal negatívan szabályozza az autofágiát (Noda és Ohsumi, 
1998). Megnövekedett stresszt r  képességgel és hosszú életidej  fenotípussal jellemzett daf-
2(e1370) mutánsok az éhezési teszt során jelent sen hosszabb túlélést mutatnak, mint a 
kontroll állatok (N2: 12,1 ± 0,2 nap; daf-2(e1370): 15,9 ± 0,1 nap; 5. táblázat és 36. ábra). 
5. táblázat. Az inzulin/IGF-1 útvonal hatása az L1 túlélésre éhezési körülmények között.
Genotípus
Átlagos 
túlélés/nap N Szórás p
N2 12,07 781,00 0,17
daf-2(e1370) 15,87 2953,00 0,09 0,0000
daf-2(e1730); daf-16(mg54) 8,74 564,00 0,12 0,0000
daf-2(e1370); unc-51(e369) 7,65 174,00 0,29 0,0000
daf-18(nr2037) 3,01 246,00 0,03 0,0000





























36. ábra. Az inzulin/IGF-1 útvonal deficiens L1 stádiumú állatok fokozott túlélése éhezés során. Az 
N2 a vad típusú kontroll. A görbékhez tartozó adatokat és statisztikai értékeket a 5. táblázat tartalmazza. A daf-2
mutáns L1 lárvák túlélése jelent sen meghaladja a vad típusét. A kett s mutánsok túlélése a daf-16 és unc-51
egyszeres mutánsok túléléséhez hasonló. A daf-2 mutánsok megnövekedett túlélési képessége tehát daf-16 és 
autofág gén-függ .
Normálisan etetett daf-18 és daf-16 mutáns L1 lárvák a vad típushoz hasonló túléléssel 
jellemezhet k. Éhezés hatására azonban a daf-16 és daf-18 mutáns L1 lárvák élethossza 
szignifikánsan rövidebb a vad típusénál (N2: 12,1 ± 2 nap; daf-18(nr2037) mutáns: 3,0 ± 0,0 
nap; daf-16(mg50) mutáns: 6,2 ± 0,3 nap; 5. táblázat és 36. ábra). Az inzulin/IGF-1 útvonal
közvetítette L1 éhezési válasz és az autofágia kapcsolatát episztázis analízissel vizsgáltam. Az 
éhezési mérés során a daf-2(e1370) mutánsok átlagos 15,87 ± 0,09 napos túlélésével szemben 
az unc-51(e369);daf-2(e1370) kett s mutánsok túlélése 7,65 ± 0,29 napra csökkent. Hasonló 
csökkenés volt megfigyelhet  a daf-2(e1730);daf-16(mg54) kett smutánsok esetében az 
átlagos túlélésében L1 stádiumban éheztetett körülmények között.
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4.3. Az autofág gének szerepe az öregedési folyamat szabályozásában
4.3.1. Az autofágia inaktiválásának hatása az élethosszra
Az autofágia a károsodott sejtalkotók eltávolítására evolválódott folyamat. A sejtes 
károsodások halmozódása minden öreged  sejtre általánosan jellemz  (Sohal és Weindruch, 
1996). Ezen ismeretek alapján megvizsgáltam, vajon az autofág gének befolyásolják-e a C. 
elegans öregedési folyamatát? El ször autofág mutáns és RNS interferencia (RNSi)-kezelt 
állatok élethosszát hasonlítottam össze a vad típuséval. Ezután episztázis (kett s mutáns) 
analízissel azt vizsgáltam, hogy az autofág gének inaktiválása mutat-e genetikai interakciót az 
ismert élethossz-szabályozó genetikai útvonalakkal („longevity pathways”). 
Laboratóriumunkban korábban igazolták, hogy az autofág gének mutációs inaktiválása [(unc-
51(e369), bec-1(ok691) és atg-18(gk378)] jelent sen rövidíti a feln tt állatok élethosszát

















37. ábra. Az atg-7 és atg-9 gének csendesítése az élettartam csökkenését eredményezi. A kontroll az 
üres vektorral kezelt vad típusú (N2) állat. A két vizsgált autofág gén csendesítése szignifikánsan csökkentette az 
állatok élethosszát. A élethossz görbékhez tartozó adatokat és statisztikai értékeket a 6. táblázat tartalmazza.
Munkám során két további autofág gén (atg-7 és atg-9) inaktiválásához RNSi 
konstrukciókat készítettem. A kezelt állatok fenokópiájának vizsgálatánál egyik esetben sem 
tapasztaltam a vad típustól eltér  morfológiai vagy viselkedési eltérést (nem mutatott adatok). 
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Nem tapasztaltam továbbá életképtelenséget és fejl dési rendellenességet. Az állatok lárvális 
fejl dése azonban a kontrollhoz képest kissé lelassult, illetve az átlagos utódszám csökkent 
(nem mutatott adatok). Az atg-7(RNSi) és atg-9(RNSi) állatok élethosszát megmérve 
szignifikáns csökkenést tapasztaltam a kontroll RNSi-hez (üres vektort expresszáló) képest. A 
kontroll állatok átlagos élettartama 11,5 nap, az atg-7(RNSi) állatoké 10,0 ± 0,5 nap, míg az 
atg-9(RNSi)  állatoké 8,5 ± 0,4 nap (37. ábra és 6. táblázat).
4.3.2. Az autofág gének inaktiválásának hatása a „hosszú-élettartam” 
mutánsokra
Az autofág gének inaktiválása csökkenti az állatok túlélési képességét. Ez a hatás 
azonban nem feltétlenül jelenti azt, hogy az autofág génkaszkád egy „anti-aging” útvonalat 
alkot. Ennek bizonyítására episztázis analízist végeztem, amelyben autofág géneket és 
élethosszt befolyásoló jelátviteli (genetikai) útvonal komponenseket parallel inaktiváltam. Az 
inzulin/IGF-1 és TOR genetikai útvonalak csökkent aktivitása, a kalória szegény táplálkozás,
valamint a redukált mitokondriális légzés mind megnövelik az élethosszt C. elegansban 
(Guarente és Kenyon, 2000). Az autofág gének és az inzulin/IGF-1 és TOR útvonalak 
kapcsolatát az élettartam szabályozásában csoportunkban Tóth Márton vizsgálta (Tóth Márton 
Ph.D dolgozat, 2008). Munkám során az autofág gének élettartamot befolyásoló hatását 
vizsgáltam inherensen csökkent kalória bevitel  és redukált mitokondriális légzési lánc 
aktivitással rendelkez  mutáns genetikai hátterekben. A csökkent kalória bevitel kit n  
genetikai modelljei C. elegansban az eat-2 (eating defectiv-2) mutáns állatok, amelyek garat 
struktúrája abnormálisan fejl dik és ez csökkent táplálékfelvételt eredményez (Lakowski és
Hekimi, 1998).
Az episztázis vizsgálatokhoz eat-2(ad1116) mutánsokat kereszteztem össze unc-
51(e1189) és mozaikos bec-1(ok691); Ex[bec-1(+)] mutáns állatokkal. A kett smutánsokban 
visszakeresztezéssel ellen riztem az eat-2(ad1116) allél jelenlétét. Az élethossz mérések
során az eat-2(ad1116) egyszeres mutánsok 19,3 ± 0,8 napos átlagos élethosszával szemben a 
kett smutánsok élethossza jelent sen megrövidült [unc-51(e1189) egyszeres mutánsok: 13,1 
± 0,3 nap, unc-51(e369); eat-2(ad1116) kett s mutánsok: 9,2 ± 0,5 nap, valamint bec-
1(ok691); Ex[bec-1(+)] állatok: 10,3 ± 0,1 nap, bec-1(ok691); Ex[bec-1(+)]; eat-2(ad1116)
„kett s” mutánsok: 11,5 ± 0.5 nap] (38. ábra és 6. táblázat). Az atg-9 RNSi kezelés hatása 
(élettartam csökkenés) szintén episztatikus volt az eat-2(ad1116) mutáns állatok megnyúlt 
élethossz fenotípusa felett [(eat-2(ad1116) egyszeres mutánsok: 18,9 ± 0,8 nap, atg-9(RNSi)
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38. ábra. Az autofág gének szükségesek az eat-2 mutáns állatok hosszú-élettartam fenotípusának 
megnyílvánulásához. (A) Az unc-51 és bec-1 gének funkcióvesztéses mutációinak hatása episztatikus az eat-2
mutáns állatok megnyúlt élethossza fenotípusa felett. (B) Az atg-9 autofág gén csendesítésének hatása
episztatikus az eat-2 mutánsok megnyúlt élettartama felett. Kontroll: a vad típusú (N2) állatok üres vektort 
tartalmazó HT115 baktériumon. A görbékhez tartozó adatokat és statisztikai értékeket a 6. táblázat tartalmazza.
Az élethossz mérések mellett megvizsgáltam az eat-2(ad1116) mutáns állatokban az 
autofágia aktivitását. eat-2(ad1116) mutáns háttérbe integrált gfp::lgg-1 riporter rendszert 
kereszteztem és a „seam” sejtekben vizsgáltam a pontszer  struktúrák (autofág elemek) 
számát a vad típusú háttérrel összehasonlítva. A vizsgálat során azt tapasztaltam, hogy az 
L3/L4 letargusz állatok „seam” sejtjeiben a pontszer  GFP jelöl dés mennyisége mutáns 
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háttérben jelent sen megnövekszik (vad típus állatok: 2,9 ± 0,9 GFP-pozitív pont/sejt, eat-
2(ad1116) mutáns állatok: 6,9 ± 0,5 GFP-pozitív pont/sejt) (39. ábra).











39. ábra. Az eat-2 mutáns állatokban a GFP::LGG-1 pontszer  expresszió megnövekedik. (A) Egy vad 
típusú L3/L4 stádiumú letargusz „seam” sejtjében a GFP::LGG-1. pontszer  eloszlása. (B) Egy L3/L4 stádiumú 
eat-2(ad1116) letargusz „seam” sejtjében a GFP::LGG-1 pontszer  eloszlása. (A keretek egy-egy „seam” sejtet 
jelölnek.) A grafikon az adott stádiumú állatok átlagos GFP::LGG-1 eloszlását mutatja. eat-2(ad1116) mutáns 
L3/L4 letarguszokban a „seam” sejtek pontszer  expressziót mutató GFP::LGG-1 pozitív területek száma 
jelent sen megnövekszik a vad típussal összehasonlítva. A grafikonon az adott stádiumú állatok átlagos 
GFP::LGG-1 eloszlását mutatja.
A csökkent mitokondriális légzési aktivitás hatását a clk-1 és atp-3 gének csendesítésén 
keresztül terveztem vizsgálni, mivel ezek inaktiválása korábbi vizsgálatok alapján hosszú-
élettartam fenotípust eredményez (Felkai és mtsai., 1999; Ventura és mtsai., 2006). A 
vizsgálatok során azonban kiderült, hogy csak az atp-3(RNSi) állatok mutatják a várt élethossz
növekedést (20,4 ± 0,5 nap). A clk-1 gén csendesítése esetén nem tapasztaltam élethossz
növekedést, ezért az episztázis analízishez kés bb nem használtam. Autofág mutánsokban 
inaktiváltam az atp-3 gént és vizsgáltam az állatok élettartamát. A „kett s” mutánsok 
(valójában atp-3 RNSi-kezelt autofág mutánsok) átlagos élethossza a következ k voltak: atg-
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18(gk378); atp-3(RNSi) állatok: 10,03 ± 2,6 nap, unc-51(e369); atp-3(RNSi) állatok: 14,2 ± 




















   







40. ábra. Az autofág gének szükségesek az atp-3(RNSi) álatok hosszú életidej  fenotípusának 
kialakulásához. Kontroll: a vad típusú (N2) állatok üres vektort tartalmazó HT115 baktériumon. A görbékhez 
tartozó adatokat és statisztikai értékeket a 6. táblázat tartalmazza. Az autofág mutánsok rövid élethossza 
episztatikus a csökkent mitokondriális légzési lánc aktivitású állatok megnyúlt élettartama felett.
6. táblázat. Az autofág gének inaktiválása csökkenti az állatok túlélését vad és hosszú 
élettartamú mutáns állatokban.
Genotípus N Átlag Szórás p
vad típus (N2) 112 14,9 0,1
bec-1(ok691); Ex[bec-1(+)] 174 10,3 0,1 <0,0001
unc-51(e369) 130 13,1 0,3 0,0046
atg-18(gk378) 185 12,2 0,1 <0,0001
kontroll (N2 HT115 baktériumon) 181 11,5 0,2
atg-7(RNSi) 46 10,0 0,5 <0,0001
atg-9(RNSi) 36 8,5 0,4 <0,0001
atp-3(RNSi) 69 20,4 0,5
atg-18(gk378); atp-3(RNSi) 39 10,3 2,6 <0,0001
bec-1(ok691); Ex[bec-1(+)]; atp-3(RNSi) 56 11,5 0,8 <0,0001
unc-51(e369); atp-3(RNSi) 45 14,2 0,7 <0,0001
vad típus (HT115 baktériumon) 66 11,3 0,4
eat-2(ad1116) 43 19,3 0,8
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unc-51(e1189); eat-2(ad1116) 46 9,2 0,5 <0,0001
bec-1(ok691); Ex[bec-1(+)]; eat-
2(ad1116) 47 11,5 0,5 <0,0001
vad típus (N2) 36 12,9 0,6
eat-2(ad1116) (HT115 baktériumon) 41 18,9 0,8
eat-2(ad1116; atg-9(RNSi) 46 7,1 0,4 0,001
vad típus (HT115 baktériumon) 60 12,4 0,4
A p értékeket log-rank teszttel, páros összehasonlítással számoltam. Az egyszeres autofág mutánsokat a vad 
típussal (N2), az RNSi kezelés esetén az üres vektort tartalmazó HT115 baktérummal etetett N2 kontrollal 
hasonlítottam össze. A kétszeres mutánsokat a megfelel  egyszeres hosszú-élettartam mutáns/RNSi kezelt 
állatokkal hasonlítottam össze. Az átlagos élethossz azt az id pontot jelöli, amikorra a vizsgált egyedek fele 
elpusztult.
Az élethossz vizsgálatokon elvégeztem a Cox Propotional Hazard Ratio statisztikát is. 
Ez a teszt arra a kérdésre ad választ, hogy milyen mértékben járul hozzá a hatás (ebben az 
esetben egy adott autofág gén inaktiválása) az élethosszak közti különbséghez (Spruance és 
mtsai., 2004). Ez a kérdés az episztázis vizsgálatok kapcsán merül fel: megmutatja, hogy a 
hosszú-élettartam fenotípusú mutánsok élethossza jelent sebben csökken-e, mint a vad típusé
az autofág gének inaktiválásnak hatására. Ehhez els  lépésben páronként (vad típus -
egyszeres autofág mutáns, hosszú élettartamú egyszeres mutáns – kétszeres mutáns) 
meghatároztam a „hazard ratio” (kockázati arány - HR, 7. táblázat) értékét, majd kiszámoltam 
a hatások közti különbséget (ED, 8. táblázat). A hatások közti különbség negatív értéke jelzi, 
hogy a hosszú-élettartamú fenotípusú mutánsokra nagyobb hatással volt az autofág gén 
aktivitásának hiánya, mint a vad típusra. Ez alól csak a daf-2(e1370); bec-1(ok691); Ex[bec-
1(+)] állatok mutattak kivételt, ami azzal magyarázható, hogy az inzulin/IGF-1 útvonal más 
mechanizmuson keresztül is szabályozza az élethosszt.
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7. táblázat. Az autofág gének inaktivitásának hosszú-élettartamú mutánsokra gyakorolt hatásának 
vizsgálata „Cox propotional hazard” (kockázati arány, HR) statisztikai módszerrel.
Genotípus 1 Genotípus 2 HR N t-érték p
vad típus (E. coli
OP50 
baktériumon)
unc-51(e369) 0,309 242 2,345 0,019026
bec-1(ok691); Ex[bec-1(+)]; 0,646 286 10,86 0,000000
atg-18(gk378) 0,178 297 9,449 0,000000
daf-2(e1370) bec-1(ok691); Ex[bec-1(+)]; daf-2(e1370) 0,519 239 5,999 0,000000
unc-51(e369); daf-2(e1370) 0,046 197 0,861 0,388986
eat-2(ad1116) unc-51(e369); eat-2(ad1116) 0,835 75 4,861 0,000001
bec-1(ok691); Ex[bec-1(+)]; 
eat-2(ad1116) 1,902 76 4,973 0,000001
Vad típus (E. coli
HT115 
baktériumon)
bec-1(ok691); Ex[bec-1(+)] 0,247 107 2,385 0,017095
unc-51(e369); 0,178 184 3,473 0,000516
atg-18(gk378) 0,024 105 0,475 0,634491
let-363(RNSi) bec-1(ok691); Ex[bec-1(+)] 1,002 170 10,15 0,000000
unc-51(e369) 0,635 217 10,66 0,000000
atg-18(gk378) 0,683 124 8,805 0,000000
atp-3(RNSi) bec-1(ok691); Ex[bec-1(+)] 0,986 108 7,942 0,000000
unc-51(e369) 0,286 125 4,654 0,000003
atg-18(gk378) 1,053 114 7,578 0,000000
A HR értékek mindig a kontrollal szemben az autofág deficiens állatok élethosszát mutatja. Az értékeket a teljes 
élethossz görbék alapján számoltam.
8. táblázat. Az autofág gének hatása az élethosszt szabályozó genetikai útvonalakra. 
Hatás
ED (Hatás 
különbség) N t-érték p
bec-1(ok691); Ex[bec-1(+)] N2 - daf-2(e1370) 0,126838 525 1,2377 0,15
N2 - eat-2(ad1116) -0,526255 317 2,0593 0,06
kontroll - let-363( RNSi) -0,754707 277 5,0612 0,00000
kontroll - atp-3(RNSi) -0,738486 278 4,5635 0,00000
unc-51(e369) N2 - daf-2(e1370) -0,010050 492 0,1994 0,7
N2 - eat-2(ad1116) -1,872681 320 5,8887 0,00000
kontroll - let-363( RNSi) -0,456813 401 5,6989 0,00000
kontroll - atp-3(RNSi) -0,107135 309 1,3343 0,15
atg-18(gk378) kontroll - let-363( RNSi) -0,658741 229 6,7948 0,00000
kontroll - atp-3(RNSi) -1,027855 238 6,7145 0,00000
A negatív ED érték azt jelenti, hogy az autofág gén mutációja kisebb mértékben hat a vad típusra, mint az 
élethosszt negatívan szabályozó útvonalakra. Az inzulin/IGF-1 útvonal pozitív értéke azt jelenti, hogy az 
élettartam növelését nem csak az autofág rendszeren szabályozásán keresztül valósul meg.
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4.4. Az unc-51 és bec-1 autofág gének szükségesek a normális 
sejtnövekedéshez
4.4.1. A bec-1 és unc-51 autofág gének inaktiválása rövid testméretet okoz 
A felépít  és lebontó folyamatok egyensúlya esszenciális a normális sejtnövekedéshez. 
Annak vizsgálatára, hogy az autofágia (mint a mennyiségileg legjelent sebb katabolikus 
folyamat) hat-e a sejtek növekedésére (sejtméretre), megmértem az unc-51/Atg1 és bec-1/Atg6
mutáns fonalférgek testméretét (az állat sejtszáma invariáns, tehát a testméret els sorban a 
sejtek méretének függvénye). Mind az unc-51(e369) [L (testhossz) = 0,87 ± 0,09, N (vizsgált 
állatok száma) = 266], mind a bec-1(ok691); Ex[bec-1(+)] (L = 0,99 ± 0,08, N = 57) mutáns 
állatok testmérete rövidebbnek bizonyult a vad típusnál (L = 1,28 ± 0,08, N = 237), tehát Sma 
(Small body size / kis testméret) fenotípust mutatnak (42. ábra, 11. táblázat).
Bizonyos Sma (rövid testhossz) mutánsok egyben tömzsi („Dumpy”, Dpy) 
testalkatúak. Ezen állatok össztérfogata - így sejtjeik mérete - normális. Ezért megvizsgáltam, 
vajon az autofág mutánsok testtérfogata kisebb-e, mint a vad típusú állatoké. Térfogatukat az 
állatok hosszából és átmér jéb l egy közelít  képlet segítségével számítottam ki. Ez alapján a 
vad típus térfogata 6,2 ± 2,0 x 10-3 mm3, az  unc-51(e369) egyszeres mutánsé 3,6 ± 1,9 x 10-3
mm3, míg a bec-1(ok691); Ex[bec-1(+)] mutánsoké 4,1 ± 1,3 x 10-3 mm3 volt (9. táblázat). 
9. táblázat.  Az unc-51 és bec-1 mutáns állatok hossza, átmér je és térfogata. 
Genotípus Hossz/mm Átmér /mm Térfogat/mm³ %V Szórás
N2 (vad típus) 1,280 0,084 0,006 100,000 ±0,002
unc-51(e1189) 0,861 0,076 0,004 58,171 ±0,0019
bec-1(ok691); Ex[bec-1(+)] 0,826 0,084 0,004 66,885 ±0,0013
A testtérfogat csökkenését sejtszinten is megvizsgáltam. A ajm-1::gfp riporter 
rendszer a sejtek adherens sejtkapcsolataihoz lokalizálódik, így kirajzolja a sejtek körvonalát
(Mohler és mtsai, 1998). A „seam” sejtek felszínét L3 stádiumban határoztam meg unc-
51(e369) mutáns állatokban. L3 stádiumú vad típusú állatokban a „seam” sejtek területe 1,25 
± 0,12 mm2, az unc-51 mutánsokban 0,95 ± 0,2 mm2 (10. táblázat és 41. ábra).
10. táblázat.  unc-51 mutáció hatása L3 stádiumú állatok „seam” sejtjeinek területére.
Genotípus „Seam” sejt hossza/ m „Seam” sejt területe / m2 N
jam-1::gfp 33,2 ± 5,1 1,25 ± 0,12 55
unc-51(e369); jam-1::gfp 27,4 ± 4,0 0,95 ± 0,2 39
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41.  ábra. ajm-1::gfp expresszió L3 stádiumú állatokban. (A) Egy vad típusú L3 stádiumú állat seam sejtjei. 2 
darab „seam” sejt bekeretezve látható. A sejtek határát a ajm-1::gfp riporter mutatja. (B) Egy unc-51 mutáns 
„seam” sejtjei bekeretezve. A „seam” sejtek kisebbek a vad típusénál.
Annak igazolására, hogy a testméret csökkenése az unc-51(e369) mutáns állatokban 
nem jár a sejtszám csökkenésével, laboratóriumukban összehasonlították a vad típus és az 
unc-51(e369) mutánsok bélsejtjeinek számát. A mérés igazolta, hogy az unc-51 gén 
inaktiválása nem okoz alacsonyabb sejtszámot C. elegasban (Szabó Emese doktori dolgozat, 
2009). 
4.4.2. Az autofág gének szükségesek az inzulin/IGF-1 és TGF-  útvonal 
mutánsok megnyúlt testméretének kialakításához
C. elegansban a sejtméretet meghatározásában az inzulin/IGF-1 és TGF-  jelátviteli 
útvonalak játszanak alapvet  szerepet (Barnard és mtsai., 1990; Coelho és Leevers, 2000) (12. 
ábra). Mindkét útvonal gátlása megnyúlt testméretet eredményez. Annak megállapítására, 
hogy az inzulin/IGF-1 és TGF-  jelátviteli útvonalak kapcsolatban állnak-e az autofág 
rendszerrel a testméret szabályozásában, episztázis analízist végeztem. 
Kett s mutánsokat állítottam el  az útvonalak Lon („long” - megnyúlt testméret) 
fenotípussal rendelkez  mutánsaiból, valamint az unc-51 és bec-1 autofág mutánsokból: unc-
51(e369) és bec-1(ok691); Ex[bec-1(+)] mutáns állatokat kereszteztem daf-2(e1370), lon-






























































































































































42. ábra. Az autofág mutációk rövid testmérete episztatikus az inzulin/IGF-1 és TGF-  útvonal mutánsok 
megnyúlt testmérete felett. A bec-1 és unc-51 autofág mutánsok Sma fenotípusa episztatikusnak bizonyult az 
inzulin/IGF-1 és TGF-  útvonalak Lon fenotípusa felett. A grafikon adatait a 11. táblázat tartalmazza.
A dbl-1(+++) genotípus jelöli a [ZC421(+); sur-5::gfp] konstrukciót hordozó törzseket. 
Ebben a törzsben a DBL-1 túltermelt, ami Lon (long/hosszú) fenotípust okoz. A kett s 
mutánsok testmérete minden esetben kisebb volt a vad típusénál (42. ábra és 11. táblázat), 
tehát az autofág gének inaktiválása episztatikus volt az útvonal komponensek mutáns Lon 
fenotípusa felett.
11. táblázat. Az autofág gének szükségesek a normális testméret kialakításához.
Genotípus Testhossz (mm) N Szórás
vad típus (N2) 1,28 237 0,08
unc-51(e369) 0,87 266 0,09
bec-1(ok691); Ex[bec-1(+)] 0,99 57 0,08
daf-2(e1370) 1,36 100 0,09
daf-2(e1370); unc-51(e369) 0,95 91 0,10
daf-2(e1370); bec-1(ok691); Ex[bec-1(+)] 1,06 85 0,14
lon-2(e1678) 1,51 243 0,10
lon-2(e1678); unc-51(e369) 1,16 253 0,11
lon-2(e1678); bec-1(ok691); Ex[bec-1(+)] 1,28 40 0,23
lon-1(e185) 1,72 228 0,12
lon-1(e185); unc-51(e369) 1,12 288 0,10
lon-1(e185); bec-1(ok691); Ex[bec-1(+)] 1,08 54 0,21
dbl-1(+++) 1,38 252 0,10
dbl-1(+++); unc-51(e369) 1,08 265 0,10
dbl-1(+++); bec-1(ok691); Ex[bec-1(+)] 1,13 41 0,18
68
5. Következtetések
5.1. Az autofágia jellemzése C. elegansban
Soksejt  él lényekben az autofágia genetikai vizsgálatára el ször az éleszt  autofág-
gének megismerése után nyílt lehet ség. Azóta számos cikk jelent meg az éleszt  autofág-
gének metazoa ortológjainak jellemzésér l. A fonalféreg Caenorhabditis elegans napjaink 
egyik legintenzívebben kutatott genetikai modell rendszere. Doktori munkám során az 
autofágia mechanizmusát és szabályozását vizsgáltam C. elegansban. Kiemelt célom volt az 
autofágiában részt vev  nematoda gének és fehérjék azonosítása, e komponensek funkcionális 
jellemzése, valamint gyors és megbízható módszerek kifejlesztésére az autofágia 
detektálására.
5.1.1. Az autofág struktúrák vizsgálata C. elegansban
Munkám közvetlen el zménye, hogy elektronmikroszkópos vizsgálatokkal kimutatták 
az autofág struktúrákat C. elegansban, az autofagoszómákat morfológiailag jellemezték, és 
megfogalmazták azokat a kritériumokat, amelyek alapján az autofág elemek elkülöníthet ek 
más sejtes struktúráktól (Kovács és mtsai., 2004). Az ezek alapján végzett morfometriai 
vizsgálatokkal kimutattam, hogy C. elegansban normális körülmények mellett az  
autofagoszómák detektálható mennyiségben a bélben és a hipodermiszben jelennek meg (2. 
táblázat). Tápanyaghiányos körülmények között az autofagoszómák a testfali izmokban is 
kimutathatók (3. táblázat). Normális tenyésztési körülmények között fenntartott 
fonalférgekben az autofág struktúrák a citoplazma igen kis hányadát, mindössze 0,03 %-át
teszik ki. Eml s sejtekben az éhezési stressz aktiválja az autofágiát (Mizushima és mtsai., 
2004). Ezzel összhangban az L2 stádiumú fonalféreg lárvák éheztetése során az autofág 
struktúrák aránya a citoplazma össztérfogatának 0,13 %-ra n tt. A növekedés a 
hipodermiszben volt a legnagyobb arányú (3. táblázat).
Feln tt állatokban az éhezés várhatóan nem vált ki olyan mérték  autofág aktivitást, 
mint lárvák esetében. Ennek az lehet az oka, hogy a feln tt állatokban a szomatikus sejtek 
nem osztódnak, és a csíravonal osztódása éhezés során er s gátlás alatt áll (Sulston és 
Horvitz, 1977). Egy napos éheztetés után a vizsgált feln tt állatokban nem találtam autofág 
struktúrákat (22. ábra), még az alapszintnek megfelel  mértékben sem. Az éhezés korábbi 
fázisában feltehet en végbement autofág aktivitást leupeptines kezeléssel detektáltam. A 
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leupeptin gátolja a savas hidralázokat, így a sejtekben az autofág elemek felhalmozódnak. A 
leupeptines vizsgálat meger sítette, hogy az éhezés hatására bekövetkez  legintenzívebb 
autofág aktivitás a hipodermiszben történt (23. ábra). Ebben a szövetben nagy mennyiségben 
halmozódtak fel autofág elemek. Az izomsejtekben nem volt detektálható autofág elem még a 
leupeptines kezelés hatására sem. Ezzel szemben a bélsejtekben leupeptin hatására egy sajátos 
struktúra halmozódott fel. Ez az elektrodenz struktúra feltehet en a bél lizoszómális eredet  
granulumaiból képz dik. A hipodermisz és bélsejtekben látható lipid felhalmozódás arra utal, 
hogy feln tt állatokban az autofágia az éhezés korai szakaszaiban megy végbe. Az így 
felszabaduló tápanyagok lipid formájában raktározódhatnak további felhasználásra.
Az autofágia kimutatására az eml s sejtekben és Drosophilában jól m köd  vitális 
festéket, a LysoTracker Red-et is kipróbáltam. Ez a festék a savas kompartmenteket jelöli, 
tehát nem közvetlenül az autofág struktúrákat, hanem a lizoszómákat, illetve az 
autolizoszómákat detektálhatjuk vele. A vad típusú állatokban a festék használata során 
problémát jelentett, hogy a LysoTracker Red felhalmozódik a bél lizoszómális eredet  
granulumaiban (ugyanazokban a granulumokban, amelyekben leupeptin hatására az 
elektrodenz anyag is felhalmozódott) (31. ábra). A fest dés annyira er s, hogy vad típusú 
állatokban nehézkessé teszi az autofág aktivitás detektálását izom vagy hipodermisz sejtekben 
is. Így C. elegansban a LysoTracker Red önmagában nem alkalmas az autofág aktivitás 
detektálására, sikeresen csak az expressziós vizsgálatok kiegészítéseként tudtam alkalmazni.
A GFP-vel jelölt ATG-8/LC3 expressziójának vizsgálata általánoson elfogadott 
módszer az autofág aktivitás nyomon követésére C. elegansban (Meléndez és mtsai., 2003; 
Mörck és Pilon, 2006; Hansen és mtsai., 2008). A „seam” sejtekben megfigyelhet  GFP-
pozitív pontszer  struktúrák száma az autofág aktivitás mértékével korrelál. Az LGG-1 
fehérje azonban többféle sejtes folyamatban is szerepet játszik. Ezért fontos azt a kérdést 
tisztázni, hogy a GFP-pozitív pontszer  struktúrák valóban autofagoszómákat jelölnek-e. A 
kérdés megválaszolására el ször az instabil (extrakromoszómális) riporter rendszert UV 
sugárzással integráltuk, a kezelt törzset izogenizáltuk, majd az GFP::LGG-1 expressziós 
mintázatot összevetettem az elektronmikroszkópos vizsgálatok és LysoTracker Red festések 
eredményeivel. A GFP::LGG-1 az állat életének minden stádiumában expresszálódik, 
sejtszint  eloszlása egyaránt diffúz és pontszer . A pontszer  eloszlás jelölheti az autofág 
struktúrákat. A pontszer  eloszlást a lárvális fejl dés során a bélben, hipodermiszben, a 
„seam” sejtekben, reproduktív szervekben, vulva szövetben és a végbél körüli izmokban 
találtam (25. ábra). Etetett feln tt állatok hipodermisze és testfali izmai nem mutatnak LGG-1 
expressziót. Pontszer  GFP::LGG-1 eloszlás a bélben, a reproduktív szervekben, a vulva
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szövetben és a végbél körüli izmokban találtam (25. ábra). A GFP::LGG-1 és a LysoTracker 
Red festés ko-lokalizációját glo-4(e623) mutánsban vizsgáltam. A glo-4(e623) mutáns állatok 
bélsejtjeiben, amib l a LysoTracker Red-pozitív struktúrák is hiányoznak, nem detektáltam 
GFP::LGG-1 expressziót (32. ábra). Ezek alapján elképzelhet , hogy az adott struktúra az 
autofág folyamatokkal kapcsolatban áll. A GFP::LGG-1-pozitív sejtek közül a reproduktív 
szervek sejtjei, a vulva és végbél körüli izomsejtek nem mutattak ko-lokalizációt a 
Lysotracker Red-pozitív struktúrákkal, tehát ezekben a sejtekben a GFP::LGG-1 riporter
valószín leg nem autofág struktúrákat jelöl (33. ábra). Ezzel szemben a hipodermiszben és a 
„seam” sejtekben figyelemre méltó ko-lokalizációt detektáltam (32. ábra). Az 
elektronmikroszkópos vizsgálatok a hipodermiszben mutattak ki legnagyobb mennyiségben 
autofág struktúrákat. 
Az „ikerfolt” a „seam” sejtekben vedlés el tt megjelen  GFP::LGG-1-pozitív páros 
struktúra, amelyek a sejtmag két oldalán helyezkednek el. Az ikerfoltokat LysoTracker Red 
festéssel is ki tudtam mutatni, tehát savas jelleg  kompartmentek (34. ábra). Az ikerfolt 
elektronmikroszkópos vizsgálata kimutatta, hogy két hipertrofizált Golgi található ebben az 
állapotban a sejtmag két oldalán (34. ábra). Ez az els  GFP::LGG-1 riporterrel jelölt savas 
jelleg  struktúra, amir l bizonyítani tudtuk, hogy független az autofág folyamatoktól. Annak 
megállapítására, hogy a GFP::LGG-1 fúziós fehérje valóban képes autofág struktúrákat 
jelölni, a jöv ben az gfp::lgg-1 transzgénikus állatokból származó elektronmikroszkópos 
minták GFP antitest jelölését kívánjuk elvégezni.
A GFP::LGG-1 expresszióját daf-2(e1370) és eat-2(ad1116) mutáns háttérben is 
nyomon követtem. A vad típusú genetikai háttérhez képest a GFP::LGG-1 expresszió 
megjelent az izomsejtekben is daf-2(e1370) mutánsokban. Az eat-2(ad1116) mutáns feln tt
állatok hipodermiszében szintén jelent s GFP::LGG-1 expressziót detektáltam (27 és 28. 
ábrák). Ez az ektopikus LGG-1 expresszió azt mutatja, hogy az általunk kifejlesztett autofágia 
marker (integrált GFP::LGG-1 riporter rendszer) érzékeny azokra a genetikai változásokra, 
amelyek tudottan befolyásolják az autofágia m ködését különböz  eukarióta taxonokban.
Összességében elmondható, hogy normális körülmények között tartott vad típusú feln tt 
állatokban az LGG-1 expressziós szintje a bélben állandó, a hipodermiszb l és testfali 
izmokból nem mutatható ki. Ezért az GFP::LGG-1 pontszer  jelöl dés változása (megsz nése 
vagy növekedése) kezelt (pl. éheztetett) vad típusú vagy mutáns genetikai háttérben
informatív az autofág aktivitás szempontjából.
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5.1.2. C. elegans autofág gének és inaktiválásuk
C. elegansban 17 potenciális autofág gént azonosítottam bioinformatikai 
módszerekkel (1. táblázat). Az ATG4 és ATG8 autofág éleszt  gének két-két (feltehet en 
redundánsan m köd ) nematoda ortológgal rendelkeznek. Noha az Atg12-Atg5 konjugációs 
komplex tagjai megtalálhatóak a C. elegans genomban, szekvenciájuk jelent sen 
divergálódott (alacsony homológia érték) a megfelel  éleszt  ortológoktól. 
Az UNC-51 az éleszt  autofág Atg1 fehérje C. elegans ortológja. Az Atg1 közvetíti a 
TOR kináz útvonalon keresztül érkez  tápanyaghiány jeleit. Éleszt ben részt vesz az 
autofágia iniciációs és nukleációs lépéseiben (Klionsky, 2005). C. elegansban az UNC-51 
szerepet játszik az axonok növekedésében (Ogura és mtsai., 1994). Szerepét az autofág 
folyamatokban eddig még nem írták le. Az UNC-51 hiánya feln tt állatokban paralizált 
fenotípust („Uncoordinated” mozgás) okoz (Ogura és mtsai., 1994), ami feltehet en a fehérje 
autofágia független funkcióját érint  hiba eredménye. Annak igazolására, hogy az UNC-51 
valóban részt vesz az autofág folyamatokban, elektronmikroszkópos vizsgálatokat végeztem 
unc-51(e369) mutánsokon. Noha a mutáns lárvák hipodermiszében nagy mennyiségben 
találhatók autofág elemek, ezek morfológiája abnormális, a vezikulák aggregáltak és er sen 
mielinizáltak (24. ábra). A mutáns állatok hipodermiszében a LysoTracker Red fest dés durva 
eloszlást mutat, ami lizoszómák vagy autolizoszómák jelenlétére utal (31. ábra). Ezzel 
szemben a fénymikroszkópos vizsgálatokkal a hipodermiszben GFP::LGG-1-pozitív 
pontszer  struktúrákat nem mutathatók ki (26. ábra). A mutánsok belében és izomsejtjeiben a 
LysoTracker Red festés és a GFP::LGG-1 expresszió nem mutatott autofág struktúrákat. 
Mindezek alapján megállapítható, hogy az UNC-51 szükséges az autofág folyamatok 
iniciációjához bizonyos szövetekben. A hipodermiszben az UNC-51 szükséges az autofág
folyamat normális lezajlásához. UNC-51 hiányában rendellenes autofág struktúrák jelennek 
meg (24. ábra). Az autofágia az éhezési stresszre adott sejtválasz legfontosabb folyamata. 
Ezzel összhangban az L1 stádiumú unc-51(e369) mutáns lárvák érzékenyebbnek bizonyultak 
az éhezési stresszre a vad típú L1 lárváknál (35. ábra). A daf-16(mg54) és unc-51(e369)
mutánsok csökkent éhezési stressz-toleranciája episztatikusnak bizonyult a daf-2(e1370)
mutánsok megnövekedett éhezési stressz-toleranciája felett (36. ábra). Az UNC-51 tehát 
szükséges az állatok túléléshez normális és tápanyaghiányos körülmények között, és a
folyamat szabályozásában az UNC-51 az inzulin/IGF-1 útvonaltól „downstream” hat (12. 
táblázat), és ezt a hatást a DAF-16/FOXO transzkripciós faktor közvetíti. Érdekes eredmény
volt, hogy a daf-18/PTEN mutánsok túlél  képessége éhezés során rendkívül alacsony (36. 
ábra), amib l a gén egy eddig ismeretlen funkciójára lehet következtetni.
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12. táblázat. A daf-2, daf-16 és unc-51 gének episztatikus vizsonyai az éhezési stressz-tolerancia 
kialakításában.
Genotípus Fenotípus Episztatikus viszony
unc-51(e369) éhezés érzékeny
daf-16(mg 50) éhezés érzékeny
daf-2(e1370) Éhezési stressz toleráns
daf-2 (e1730); daf-16(mg54) éhezés érzékeny daf-2       daf-16
daf-2(e1370); unc-51(e369) éhezés érzékeny daf-2       unc-51
Éleszt ben az Atg6/Vps30 gén részt vesz az autofág folyamat iniciációs és nukleációs 
lépéseiben, közvetíti a ROS autofágiát aktiváló hatását, és szerepet játszik a citoplazma nem-
szelektív lebontásában (Pattingre és mtsai., 2008; Azad és mtsai., 2008). A Vps34 az Atg6 
fehérjével képez komplexet (Klionsky, 2005). C. elegansban az Atg6 ortológja a BEC-1, a 
Vps34 ortológja a LET-512 fehérje (Roggo és mtsai., 2002; Takács-Vellai és mtsai., 2005). A 
BEC-1 fehérje expressziós mintázatát a BEC-1::GFP fúziós fehérje vizsgálatával határoztam 
meg. A fehérje kimutatható minden egyedfejl dési stádiumban és a különböz  korú 
feln ttekben. A BEC-1 szinte mindegyik szövettípusban expresszálódik, és kapcsolódik az 
„ikerfolt” nev  Golgi struktúrához (29. ábra). Bizonyos szövetek azonban fejl dési stádium-
specifikus módon expresszálják a fehérjét. A hipodermális sejtekben például csak a lárvális 
fejl dés során figyelhet  meg a BEC-1::GFP riporter expressziója (29. ábra). A bec-1 mutáns 
állatok elektronmikroszkópos vizsgálata rendellenes autofág struktúrákat tárt fel (Tóth Márton 
Ph.D. dolgozat, 2008). Ez azt bizonyítja, hogy a BEC-1 esszenciális az autofágiához. A BEC-
1 fehérje autofágiában betöltött esszenciális szerepét bizonyítja továbbá, hogy az L1 lárva 
stádiumban végzett éhezési vizsgálatokban a bec-1 mutánsok élethossza jelent sen rövidebb 
volt a kontroll vad típusú állatok élethosszánál (35. ábra).
Az éleszt  Atg8 fehérjéje az autofagoszóma iniciációs, nukleációs és elongációs
lépéseiben játszik esszenciális szerepet játszik, illetve részt vesz számos
membránátrendez déssel járó folyamatban (Kabeya és mtsai., 2000). Az Atg8 C. elegans
ortológjai az LGG-1 és LGG-2 fehérjék (Meléndez és mtsai., 2003). Ezen fehérjék 
funkcionális vizsgálatához olyan RNS interferencia konstrukciót készítettünk, amely 
specifikus mindkét homológ szekvenciájára. Az lgg-1/lgg-2 RNSi kezelés azonban nem 
okozott látható morfológiai és viselkedési eltérést a vad típushoz képest (Tóth Márton Ph.D. 
dolozat, 2008). Az autofág folyamat vizsgálatára használt GFP::LGG-1 fúziós fehérje egyúttal 
az lgg-1 expressziójának meghatározására is alkalmas (lásd el z  fejezet). Az lgg-1 és lgg-2
gének éhezési stressz-válaszban játszott szerepét nem vizsgáltam, mivel a dsRNS-t az 
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állatokba etetés útján juttajuk be, ami nem egyeztethet  össze a tartós éheztetéssel. Az RNSi 
mérések alapján az egyébként redundánsan m köd  lgg-1 és lgg-2 nem esszenciálisak a 
fejl déshez és túléléshez, biztos választ azonban csak funkcióvesztéses mutánsok 
vizsgálatával lehet nyerni, mivel az RNSi nem képes a géneket teljes mértékben inaktiválni.
Az éleszt  Atg7 szerepet játszik az Atg8-PE és Atg12-Atg5 konjugációs komplexek 
aktivációjában (Mariño és López-Otín, 2004). A C. elegans atg-7 gén csendesítése nem 
okozott látható fenotípusos elváltozást. Ezzel összahangban az atg-7(tm831) deléciós mutáns 
állatok szintén vad fenotípust mutatnak. Az atg-7(tm831) mutánst a további vizsgálatokhoz 
nem használtuk, mert a deléció a szomszédos Y5F2A.4 gént is érinti. Jelenleg folyik az atg-
7(tm2976) deléciós mutáns genetikai jellemzése.
Az Atg9 fehérje éleszt ben a membránkomponensek transzportját végzi (Mariño és 
López-Otín, 2004). C. elegansban az atg-9 gén csendesítése nem okozott látható morfológiai 
vagy viselkedésbeli elváltozást. Az Atg18 szükséges az Atg9 lokalizációjához. atg-18(gk378)
mutáns állatok 40%-a embrióként elpusztul (nem mutatott adatok), az életképes állatok 
morfológiája és viselkedése azonban vad fenotípusú. Az L1 stádiumú atg-18 mutáns lárvák 
éheztetés során csökkent túlélést mutatnak (35. ábra). Az atg-18 mutánsok LysoTracker Red 
festése az unc-51 mutánsokhoz hasonlóan „éhez ”-nek t nt. Az atg-18(gk378) mutáns állatok 
elektronmikroszkópos vizsgálata jelenleg is folyamatban van, de a fenti eredmények alapján 
várható, hogy az atg-18 gén szerepet játszik a C. elegans autofág folyamatában.
Az ATG gének vizsgálata során mutáns állatokat és RNSi által végzett géncsendesítést 
egyaránt alkalmaztam az egyes fehérjék autofágiában betöltött szerepének igazolására. A 
vizsgált gének inaktiválása a fenotípusok széles spektrumát eredményezheti, a látszólag vad 
típustól az embrionális életképtelenségük. Míg a mutánsok közül a bec-1 hiánya az embriók
pusztulását okozza, az atg-18 aktivitás hiánya nem vezet látható morfológiai vagy viselkedési
elváltozáshoz. Az atg-7(RNSi) és atg-9(RNSi) állatok morfolóiája és viselkedése szintén vad 
fenotípusú. Életképtelenséget els sorban azoknak az autofág géneknek a mutációja okoz, 
amelyek más membrán-átrendez déssel járó folyamatokban (pl. endocitózis) is részt vesznek. 
Ez alapján úgy gondoljuk, hogy az autofágia önmagában nem esszenciális a C. elegans
életképességéhez és egyedfejl déséhez. Ugyanakkor éhezési körülmények között kit ntetett 
szerepet játszanak a túlélésben. Ezek a megállpítások egy redundánsan m köd  sejttani 
folyamat (pl. apoptózis) jelenlétét vetítik elénk.
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5.2. Az autofágia szabályozza az öregedési folyamatot C. elegansban
Az öregedés az él  szervezetek általános jellemz je. Herman 1956-os elmélete szerint 
a sejtek öregedésének hátterében a hibás sejtalkotók felhalmozódása áll. A makromolekulák 
és sejtszervecskék károsodásáért els sorban a sejtben termel d  oxidatív (reaktív) gyökök 
felel sek. Lund (2002) génexpressziós vizsgálatai C. elegansban kimutatták, hogy viszonylag 
kevés gén expressziója változik a kor függvényében. A sejtek aktívan képesek szabályozni a 
káros anyagok képz désének és eltávolításának ütemét a környezetb l érkez  jelek alapján. 
Ily módon az oxidatív gyökök keletkezésének üteme és a hibás sejtalkotók lebomlásának 
aránya határozza meg az öregedési folyamat ütemét. A felépít  és lebontó folyamatok 
sebességének aránya tehát közvetlenül határozza meg a sejtek és a szervezet várható 
élettartamát. A lebontó folyamatok közül a felhalmozódó „sejtes szemét” eltávolítását 
els sorban a makroautofágia végzi (Martinez-Vicente és mtsai., 2005). Laboratóriumunkban 
kutatásokat végeztünk annak bizonyítására, hogy az autofág gének inaktiválása befolyásolja
az öregedési folyamat sebességét C. elegansban. Célunk volt annak vizsgálata is, hogy az 
élethossz szabályozásában szerepet játszó genetikai útvonalak („longevity pathways”) milyen 
episztatikus kapcsolatban állnak az autofág génekkel.
5.2.1. Az autofág gének inaktiválása felgyorsítja az öregedési folyamat 
sebességét
Laboratóriumunkban Tóth Márton (2008) számos C. elegans autofág mutáns törzs –
pl. unc-51(e369), unc-51(e1189), bec-1(ok691), bec-1(ok700) és atg-18(gk378) – élethosszát 
vizsgálta. Kimutatta, hogy ezek a törzsek normális körülmények között rövidebb ideig élnek 
(„Short-lived” fenotípus), mint a vad típusú állatok. Mutáns alléllel nem jellemzett autofág 
gének esetében RNSi segítségével vizsgáltam az adott gén szerepét a túlélés szabályozásában. 
Az atg-7 és atg-9 RNSi kezelések az élethossz csökkenését eredményezték a kontroll állatok 
élethosszához képest. Tehát a vizsgált autofág gének potenciálisan egy „anti-aging” útvonal 
komponenseit alkotják (6. táblázat, 37. ábra). Ezek az eredmények azt sugallják, hogy az 
autofágia az öregedési folyamat egyik szabályozó mechanizmusa. 
Ha az autofágia csökkenti az öregedési folyamat sebességét, akkor az autofág aktivitás 
kés i feln ttkorban történ  prolongálása elvileg az élethossz megnövelését okozza. Eddig 
nem sikerült olyan C. elegans transzgénikus törzset létrehoznunk, amelyben az autofág 
aktivitást mesterségesen fenntartható a kés i feln ttkorban. Drosophilában az Atg8 
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m ködésének idegsejtekben történ  prolongálása az élethossz 50%-os növekedését 
eredményezte (Simonsen és mtsai., 2007). Az autofágia aktiválását csak közvetve éheztetéssel 
vagy az autofágiát negatívan szabályozó útvonalak inaktiválásával tudtuk elérni. Mindkét 
esetben markáns élethossz növekedést figyelhettünk meg. Mindazonáltal az autofág gének 
élethosszra gyakorolt hatásának kimutatása újabb érv a „szabad gyök” öregedési elmélet 
mellett.
5.2.2. Az élethosszt szabályozó genetikai útvonalak az autofág génkaszkádon 
konvergálódnak C. elegansban
A mitokondriális légzési lánc komponenseit kódoló gének inaktiválása számos 
él lényben megnöveli az élethosszt (Oca-Cossio és mtsai., 2003; Lee és mtsai, 2003; Gredilla
és mtsai., 2006; Ventura és mtsai., 2006;  Ballard és mtsai., 2007). Ezt a hatást a ROS 
termelés és az ATP szint csökkenése együttesen eredményezi. Kett s mutánsok elemzésével 
azt vizsgáltam, vajon a mitokondriális légzési lánc mutánsok megnyúlt élethossza autofág gén
függ -e. A mitokondriális gének közül az atp-3-at inaktiváltam RNSi-val. Az atp-3(RNSi) 
állatok élethossza hosszabb a vad típusnál (40. ábra). Az unc-51, bec-1 és atg-18 autofág 
gének mutációs inaktiválása episztatikus az atp-3 RNSi élethossz-növel  hatása felett (40. 
ábra). Az autofág deficiens mutánsok rövid élethossza tehát episztatikus az atp-3(RNSi)
állatok hosszú élettartamú fenotípusa felett. Így elmondható, hogy a mitokondriális légzési 
lánc aktivitásának csökkenése által okozott élethossz növekedéshez szükség van az autofág 
folyamat normális m ködésére (13. táblázat). A mitokondriális légzés és az autofágia 
szabályozása több ponton összekapcsolódik. Az elöregedett mitokondriumok lebontásáért az 
autofágia felel s (Alemi és mtsai., 2007; Kim és mtsai., 2007). Másrészt a mitokondriumok 
lebontását az alacsony ATP szint és a fokozott ROS termelés iniciálja (Kim és mtsai, 2007). 
Csökkent autofágia hatására az elöregedett mitokondriumok felhalmozódnak, ami csökkenti a 
sejt túlél képességét. Továbbá a mitokondriális aktivitás és az ATP szint közvetlenül 
szabályozzák a TOR kináz aktivitását (Schieke és mtsai., 2006). Az alacsony ATP/AMP 
arány, ami pl. jellemz  az atp-3 mutáns állatokra, a TOR inaktivitását eredményezi. A TOR 
gátlása autofág aktivitáshoz vezet. Így a sejt alacsony, de még tolerálható légzési aktivitása
során a lebontó folyamatokon keresztül képes fedezni az energiaigényét.
A diétás/kalória-szegény táplálkozás élethosszra és egészségre gyakorolt pozitív 
hatását évszázadok óta ismerik (Kenyon, 2005). A diétás étrendet a daganatok terápiás 
kezelésében is alkalmazzák. Drosophilában a kalória szegény táplálkozás hatását részben az 
inzulin/IGF-1 útvonal közvetíti (Clancy és mtsai., 2002b). C. elegansban a „kalorikus 
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restrikció” modellje az eat-2(ad1116) mutáns állatok, amelyekben a garatfejl dés hibája 
inherensen csökkent tápanyagfelvételt okoz. Az eat-2(ad1116) mutáns állatok hosszú
életidej  fenotípusa hiposztatikusnak bizonyult az autofág gének inaktiválása által okozott 
rövid élethosszal szemben (38. ábra). Így elmondható, hogy a csökkent kalóriabevitel okozta
élethossz növekedéshez szükség van az autofág gének aktivitására (13. táblázat). Ez azt 
jelenti, hogy C. elegansban a kalóriaszegény táplálkozás öregedést lassító hatása az autofág 
rendszeren keresztül valósul meg. Feltehet en hasonló mechanizmus m ködik 
magasabbrend  eukarióta szervezetekben is.
13. táblázat. Az autofág gének és az élethosszt szabályozó útvonalak episztatikus viszonyai.
Genotípus Fenotípus Episztatikus reláció





daf-2(e1370) hosszú életidej                   
bec-1(ok691); Ex[bec-1(+)]; daf-2(e1370) rövid életidej daf-2           bec-1
unc-51(e369); daf-2(e1370) köztes életidej unc-51
let-363(RNSi) hosszú életidej
bec-1(ok691); Ex[bec-1(+)] ; let-363(RNSi) rövid életidej bec-1
unc-51(e369); let-363(RNSi) rövid életidej let-363      unc-51
atg-18 (gk378); let-363(RNSi) rövid életidej atg-18
atp-3(RNSi) hosszú életidej
atg-18(gk378); atp-3(RNSi) rövid életidej atg-18
bec-1(ok691); Ex[bec-1(+)]; atp-3(RNSi) rövid életidej atp-3         bec-1
unc-51(e369); atp-3(RNSi) rövid életidej unc-51
eat-2(ad1116) hosszú életidej
unc-51(e1189); eat-2(ad1116) rövid életidej unc-51
bec-1(ok691); Ex[bec-1(+)]; eat-2(ad1116) rövid életidej eat-2         bec-1
eat-2(ad1116); atg-9(RNSi) rövid életidej atg-9
Az autofág gének inaktiválásának hatását a hosszú élettartamú mutánsok élethosszára
Cox Proportional Hazard Ratio statisztikai módszerrel is megvizsgáltam (7. táblázat). A 
vizsgálatba az eat-2 mutáns és atp-3 RNSi episztázis analízis adatain kívül az daf-2 mutáns és 
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let-363 RNSi vizsgálatok (Tóth Márton, Ph.D. dolgozat, 2008) adatait is bevontam. A kapott 
értékek a let-363(RNSi) és atp-3(RNSi) állatok valamint az eat-2 mutánsok esetében 
meger sítették az autofág génekkel felállított episztatikus viszonyokat (13. táblázat). A daf-2
mutánsok esetében a hatás negatív értéke azt jelenti, hogy az autofág gének inaktiválásának 
hatása nem episztatikus a daf-2 mutánsok megnövekedett élethossza felett.  Ez azt mutatja, 
hogy az inzulin/IGF-1 útvonal az autofágia mellett más lebontó útvonallal is kölcsönhat az 
öregedési folyamat szabályozásában. Nemrég mutatták ki, hogy a proteoszóma rendszer 
szintén szükséges az inzulin/IGF-1 jelátvitel deficiens mutáns fonalférgek megnövekedett 
élethosszához (Cabrera és mtsai., 2006). A DAF-16 - az inzulin/IGF-1 útvonal „downstream”
transzkripciós faktora - szerepet játszik a kis h sokk fehérjék (chaperonok) indukálásában, 
amelyek hozzájárulnak a fehérjék szerkezetének stabilizálásához (Hsu és mtsai, 2003). A
DAF-16 többféle antioxidáns hatású fehérje termel dését is szabályozza, mint például a SOD, 
a kataláz vagy a glutation (Barsyte és mtsai., 2001; Honda és Honda, 1999; Vanfleteren és 
Vreese, 1995; Chávez és mtsai.,  2007). Ezek a fehérjék fontos szerepet játszanak a képz d  
ROS eltávolításában. A DAF-16 eml s ortológjáról kimutatták, hogy számos autofágia gén 
transzkripcióját közvetlenül szabályozza (Mammucari és mtsai., 2007; Zhao és mtsai., 2007). 
Összességében elmondható, hogy az élethossz szabályozásában szerepet játszó inzulin/IGF-1
és TOR útvonalak, a mitokondriális légzési aktivitás és a kalorikus restrikció az autofágia 
szabályozásán keresztül fejti ki élethossz növel  hatását (13. táblázat). Így az autofágia 
központi szerepet játszik az öregedési folyamat szabályozásában (43. ábra).
Az autofágia nemcsak az öregedési folyamatot lassítja, hanem védi a szervezetet az 
id skorban el forduló betegségekkel szemben. Ilyen betegségek pl. a rák, az izomsorvadás, 
neurodegeneratív elváltozások – Alzheimer, Parkinson, Huntington kór -, az infarktus és a 
szélütés. Az autofág aktivitás fenntartása megoldást kínálhat ezen betegségek kezelésében. 
Állatmodelleken rapamicin analógokkal már sikerült neurodegenerációt gátolni (Levine és 
Kroemer, 2008). A rapamicin klinikai alkalmazásának hátránya, hogy a TOR kináz az 
autofágia mellett a fehérjeszintézist, sejtosztódást és az immunfolyamatokat is szabályozza
(Hay és Sonenberg, 2004). A TOR szerteágazó funkciói miatt a kezelés számos 
mellékhatással párosulhat. Az inzulin receptor inaktiválása ugyancsak pleiotróp hatásokat
okoz. Míg egérben az inzulin receptor inaktiválása megnövekedett élethosszt és stressz-
rezisztenciát eredményez, bizonyos egyedekben I típusú cukorbetegséget és ezzel csökkent 
túlélést okozhat (Gems és Partridge, 2001). Ezért az inzulin/IGF-1 útvonal inaktiválását, mint 
potenciális gyógymódot, csak szövetspecifikus módon lehetne megvalósítani.
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43. ábra. Az öregedési folyamatot szabályozó jelátviteli hálózat.  Az autofág gének „downstream” hatnak az 
inzulin/IGF-1 és TOR útvonalaktól, valamint a mitokondriális légzési lánc tagjaitól és a „nutrient signalling” 
komponenseit l az élethossz szabályozásában. A nyilak aktivitást, a talpas nyilak gátlást jelölnek.
Az öregedéssel kapcsolatos sejtszint  folyamatok megértése korunk egyik központi 
problémája. Fontosságát alátámasztja, hogy a szervezet hanyatlása együtt jár számos 
betegségre való hajlam növekedésével. Az autofágia indukciója potenciálisan tehát nem 
egyszer en az élethosszt növeli, hanem az egészséges életszakasz határát is kitolja. Az 
öregedési folyamat manipulálása genetikai és farmakológiai eszközökkel társadalmi 
kérdéseket is felvet. A Föld népességének ugrásszer  növekedése, valamint a társadalmak 
elöregedése a kiemelt problémák közé tartoznak.
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5.3.   Az autofág gének szabályozzák a sejtnövekedést 
A sejtek növekedését, és ezen keresztül a testméretet növekedési faktorok és a 
tápanyag-ellátottság egyaránt befolyásolják (Hafen és Stocker, 2003). Közvetlenül a lebontó 
és felépít  folyamatok egyensúlya határozza meg a sejtek növekedésének ütemét. Az 
autofágia a károsodott, „elöregedett” sejtalkotók lebontásán keresztül a sejt méretét
közvetlenül szabályozhatja. Az autofágia szerepét a sejt méretének szabályozásában korábban 
Drosophilában és eml s sejttenyészetekben igazolták (Scott és mtsai., 2004; Hosokawa és 
mtsai., 2006). Érdekes módon az autofágia aktiválása (TOR kináz gátlásával vagy 
éheztetéssel) csökkent sejtmérethez vezetett. Ez azt implikálja, hogy az autofágia gátolja a 
sejtnövekedési folyamatot. A doktori munkámban bemutatott eredmények alapján az 
autofágia inaktiválása ugyancsak a sejtméret csökkenését eredményezi. A folyamat tehát 
komplex módon járul hozzá a sejtek normális növekedéséhez. Ennek megértése kiemelt 
fontosságú a sejtosztódási folyamat (proliferáció) szabályozásának feltárásában.
5.3.1. Az autofág gének inaktiválása kis testméreteteredményez C. elegansban
A test méretét els sorban a sejtek mérete határozza meg. A sejtméret pedig a sejtek 
növekedésének függvénye. Annak vizsgálatára, hogy az autofágia befolyásolja-e a sejtek 
méretét C. elegansban, megmértem a feln tt autofág mutáns állatok testhosszát. Az unc-
51(e369) és bec-1(ok691) mutánsok testmérete kisebb a vad típusénál (42. ábra). E két 
autofág gén tehát szükséges a normális testméret kialakításához. Annak igazolására, hogy a 
testméret csökkenését valóban a sejtek méretének csökkenése okozta, meghatároztam az unc-
51 mutánsok „seam” sejtjeinek méretét ajm-1::gfp riporter rendszer segítségével. A „seam” 
sejtek mérete unc-51(e369) mutánsokban szignifikánsan kisebb volt a megfelel  korú vad 
típusú sejtek méreténél (10. táblázat). bec-1(ok691) mutánsokban nem volt lehet ség a 
vizsgálat elvégzésére, mivel a BEC-1::GFP riporter konstrukció (az életképtelenséget 
eredményez  bec-1 mutációt menekít  transzgén kromoszómálisan nem integrált, ezért 
random képes elveszni a különböz  sejtvonalakból).  interferál az AJM-1::GFP jelöléssel. A 
sejtméret csökkenését az állatok térfogatának mérésével is igazoltam. Az unc-51(e369) és 
bec-1(ok691) mutáns feln tt állatok térfogata kisebb a vad típusra jellemz  értéknél (9. 
táblázat). A bec-1(ok691) mutánsok térfogatának átlagos értéke nagyobb szórást mutatott, 
amely feltehet en a genetikai mozaikosság következménye (a menekít  transzgén 
kromoszómálisan nem integrált, ezért random képes elveszni a különböz  sejtvonalakból). 
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Összességében elmondható, hogy C. elegansban az UNC-51 és BEC-1 autofág fehérjék 
hiánya csökkent sejtnövekedést és kis testméretet (Sma fenotípust) okoz (11. táblázat). 
Különböz  állati modelleken végzett kutatások azt mutatják, hogy az autofágia fiziológiás 
szint  m ködése szükséges a sejtek normális növekedéséhez (Coelho és Leevers, 2000; 
Jorgensen és Tyers, 2004; Neufeld, 2004). A folyamat abnormális m ködése csökkent 
sejtnövekedést eredményez (Hosokawa és mtsai., 2006). A normális sejtméret a felépít  és 
lebontó folyamatok finom egyensúlyának függvénye. Az egyensúly eltolódása bármely 
irányban kisebb sejtméretet eredményez.
5.3.2. Az inzulin/IGF-1 és TGF-  útvonalak az autofág rendszeren keresztül 
szabályozzák a sejtméretet
Az állati sejtek növekedését és méretét els sorban a TGF-  és inzulin/IGF-1 jelátviteli 
útvonalak szabályozzák (Barnsad és mtsai., 1990; Coelho és Leevers, 2000). C. elegansban a 
TGF-  receptorok ligaduma a DBL-1. (Morita és mtsai., 1999; Suzuki és mtsai., 1999). A 
nematoda inzulin-szer  ligandumok (els sorban a DAF-28; Li és mtsai., 2003) pedig a DAF-
2/IGF-1 receptort aktiválják. A TGF-  útvonal aktiválása, valamint az inzulin/IGF-1 útvonal 
gátlása a normálisnál nagyobb méret  sejteket eredményez (Morita és mtsai., 2002; 
McCulloch és Gems, 2003). A megnövekedett sejtméret pedig nagyobb testméret (Lon
fenotípus) kialakulásához vezet (Morita és mtsai., 2002; McCulloch és Gems, 2003). A TGF-
útvonal a LON-1 fehérjét gátolja; funkcióvesztéses lon-1 mutációk szintén Lon fenotípust 
eredményeznek (Morita és mtsai., 2002). Annak eldöntésére, hogy a két útvonal kölcsönhat-e 
az autofág rendszerrel a sejtméret szabályozásában, „jelátviteli útvonal; autofág” kett s 
mutánsokat állítottam el . A kett s mutánsok testhossza rövidebb volt az egyszeres Lon 
mutánsokénál, és az autofág egyszeres mutánsokra jellemz  értéket mutatott (42. ábra). Ezek 
az eredmények azt mutatják, hogy az inzulin/IGF-1 és TGF-  útvonalak sejtnövekedést 
szabályozó hatása az autofág géneken konvergálódik. Így valószín síthet , hogy a két útvonal 
testméretet szabályozó hatását az autofág fehérjék közvetítik (14. táblázat).
Sejtnövekedésre vonatkozó eredményeim azt mutatják (42. ábra), hogy az autofág 
gének a TGF-  útvonal ”downstream” komponensei. Ezt a kapcsolatot er síti az a 
megfigyelés is, miszerint az autofág mutánsok abnormális hím farki struktúrával rendelkeznek 
(Tóth Márton, Ph.D. dolgozat, 2008). A hím farki struktúra fejl dését alapvet en a TGF-  
útvonal szabályozza (Suzuki és mtsai., 1990; Morita és mstai., 1999). A megfigyelt részleges 
szuppresszió (44. ábra) azzal magyarázható, hogy az autofágia mellett más folyamatis 
közvetíthetiaz inzulin/IGF-1 és TGF-  útvonalak sejtnövekedést szabályozó hatását.
81
14. táblázat. Az autofág gének és a sejtnövekedést befolyásoló TGF-  és inzulin/IGF-1 útvonalak 
episztatikus viszonyai.
Genotípus Fenotípus Episztatikus viszony
unc-51(e369) rövid testméret
bec-1(ok691); Ex[bec-1(+)] rövid testméret
daf-2(e1370) hosszú testméret
daf-2(e1370); unc-51(e369) rövid testméret daf-2      




lon-2(e1678); unc-51(e369) rövid testméret lon-2      




lon-1(e185); unc-51(e369) rövid testméret lon-1      




dbl-1(+++); unc-51(e369) rövid testméret dbl-1     
dbl-1(+++); bec-1(ok691);Ex[bec-1(+)] rövid testméret
unc-51 
bec-1
A dbl-1(+++) jelöli a [ZC421(+); sur-5::gfp] konstrukciót hordozó törzseket, ezekben a törzsekben a DBL-1
ligandum túltermelt, ami Lon (long/hosszú testméret) fenotípust okoz.
Az autofágia és sejtnövekedés közti kapcsolat megértése elvezethet az autofágia 
szerepének pontosabb megértéséhez a rákos folyamatokban. Eddig számos autofág gén
(els ként a beclin 1) mutációját azonosították rákos sejtvonalakban (Qu és mtsai., 2003; Yue 
és mtsai., 2003; Zhu és mtsai., 2007). A pontos molekuláris mechanizmus, amelyen keresztül 
az autofág gének a sejtosztódást szabályozzák még nem ismert. Eredményeim alapján az 
autofág gének a sejtméret szabályozásán keresztül befolyásolhatják a sejtosztódást (a sejtek 
ugyanis csak egy minimális sejtméret elérése után képesek osztódni). A kalória-szegény 
táplálkozás vagy a csökkent inzulin/IFG-1 útvonal aktivitás serkenti az autofág gének 
m ködését, ezáltal a sejtek rezisztenciáját a rákos folyamatokkal szemben. Ugyanakkor a 
kemoterápiás módszerrel kezelt tumoros sejtekben kimutatható az autofág aktivitás 
növekedése, amely feltehet en a citotoxikus stresszre adott válasz része és segíti a sejtek 
túlélését (Ogier-Denis és Codogno, 2003; Shintani és Klionsky, 2004).
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44. ábra. Az autofágia és az inzulin/IGF-1 és TGF-beta útvonalak kapcsolata a sejtméret 
szabályozásában. Az autofág folyamatok „downstream” hatnak az inzulin/IGF-I és TGF-  útvonal 
komponensekt l a sejtméret szabályozásában. A nyilak aktivitást, a talpas nyilak gátlást jelölnek. 
Az Atg gének csendesítése el segíti a kezelt tumoros sejtek pusztulását (Maiuri és 
mtsai., 2009). Az autofág aktivitás modulálása a daganatok kezeléséhez kétféle módon is 
hozzájárulhat. Az autofágia aktiválása a megel zésre vagy a korai stádiumú tumoros sejtek 
kezelésére t nik alkalmasnak. Ezzel szemben az el rehaladott rákos folyamatokban a 
kemoterápiás kezelés hatékonyságának el segítésére az autofágia gátlása t nik 
célravezet nek, ami a terápiás szerekkel szembeni érzékenység növelése mellett lassítja a 
sejtek növekedését és ezzel együtt a sejtosztódások ütemét is.
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6. Összefoglalás
A makroautofágia az eukarióta sejtek szabályozott önemészt  folyamata, amely során 
a citoplazma egy része kett s membránnal elkülönül, majd a lizoszómákba kerülve annak 
savas hidrolázai lebontják. Doktori munkám során az autofágia molekuláris mechanizmusát és 
szabályozását, valamint fejl désbiológiai funkcióját vizsgáltam a genetikai modell rendszer 
Caenorhabditis elegans fonalféreg fajban. 
Meghatároztam az ismert éleszt  autofág gének C. elegans ortológjait. 17 olyan C. 
elegans gént azonosítottam bioinformatikai módszerekkel, amelyek az ortológ éleszt  gének 
alapján az autofág folyamatban vehetnek részt. E fonalféreg gének közül 3-nak sikerült a 
mutáns alléljeit a vizsgálatokba bevonnom. További 2 autofág gént RNS interferencia 
segítségével csendesítettem. Az autofág folyamat jellemzéséhez elektronmikroszkópos, 
riporter génkonstrukción alapuló expressziós és lizoszóma-specifikus festési vizsgálatokat 
végeztem. Elektronmikroszkópiával autofág struktúrákat a hipodermiszben, a bélsejtekben és 
éheztetést követ en az izomsejtekben mutattam ki. Az autofág elemek detektálására használt 
GFP::LGG-1 transzgén expresszióját a lizoszoma-specifikus festéssel összevetve 
megállapítottam, hogy a pontszer  GFP::LGG-1 jelölés a bél, a testfali izom, a hipodermisz és 
a „seam” sejtekben mutat korrelációt a lizoszómális aktivitással. Ezzel szemben az 
idegsejtekben, a vulva szövetben és egyéb izomsejtekben az LGG-1 fehérje funkciója 
valószín leg autofágia független. A „seam” sejtek „ikerfoltjaiban” a GFP::LGG-1 egy 
hipertróf Golgi struktúrát jelöl.
Funkcionális (mutáns) vizsgálatokkal igazoltam, hogy az autofág gének szükségesek 
az állat éhezési stresszre adott válaszához. Az autofág gének ugyancsak központi szerepet 
játszanak a fonalféreg élethosszának szabályozásában. Episztázis (kett s mutáns) analízissel 
igazoltam, hogy az autofág mutáns állatokra jellemz  rövid élethossz episztatikus a hosszú 
életidej  mutánsok fenotípusa felett. A csökkent inzulin/IGF-1 és TOR („target of 
rapamicin”) kináz-közvetített jelátvitelek által okozott hosszú élettartam megnyílvánulásához 
az autofág gének szükségesek. Ugyanez figyelhet  meg a csökkent mitokondriális aktivitás és 
a csökkent tápanyagfelvétel hatására kialakuló élethossz növekedés esetében is. Az öregedési 
folyamatot szabályozó genetikai útvonalak tehát az autofág géneken konvergálódnak. Az 
autofág gének inaktiválása továbbá csökkenti a sejtméretet. A sejtméret szabályozásában az 
autofág gének „downstream” hatnak az inzulin/IGF-1 és TGF-  útvonalaktól. Ezek az 
eredmények közelebb vihetnek számos autofágia-kapcsolt emberi betegség (pl. a rák, 
izomsorvadás vagy neurodegeneratív betegségek) pontosabb megértéséhez.
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7. Summary
(Macro)autophagy is a highly regulated self-degradative process of eukaryotic cells. 
During autophagy, parts of the cytoplasm are sequestered by a double-membrane structure, 
delivered into lysosomes, where they become degradated. The products of breakdown can be 
reused for synthetic processes. I have studied the molecular mechanism and regulation of 
autophagy, as well its developmental roles in the nematode Caenorhabditis elegans. 
I have identified the C. elegans orthologs of the known yeast autophagy genes. 17 
potential C. elegans autophagy genes have been determined by bioinformatic method. I have 
performed a genetic analysis of 3 autophagy mutant strains, including the characterization of 
the corresponding mutant alleles. Two additional autophagy genes were silenced by RNS
interference. For the intracellular characterization of autophagy in C. elegans, I have used 
electromicroscopy, GFP-based reporter systems, and lysosome-specific Lystracker Red 
staining. Autophagic structures (mainly autophagosomes) were identified mainly in the 
hypodermis and intestinal cells of animals maintained under normal conditions. Under 
starvation-induced stress conditions, autophagic structures appear even in the body-wall 
muscle cells. Expression of an integrated, functional GFP::LGG-1 reporter (used for the 
detection of autophagosomes) and Lysotracker Red staining were compared, and found that 
GFP::LGG-1 expression are co-localized with lysosomes in the intestine, body-wall muscle, 
hypodermis and „seam” cells. The expression of GFP::LGG-1 in neurons, vulval cells and 
other muscles is independent of autophagic structures. Localization of GFP::LGG-1 
accumulation to the so-called “Twin spots” labels hyperthrophised Golgi structures.
I have showed that autophagy genes are required for starvation-induced stress 
response in L1-stage larvae. Autophagy genes are also essential in the regulation of nematode 
lifespan. Autophagy genes are also necessary for the long-lived phenotype caused by reduced
inzulin/IGF-1 or TOR („target of rapamicin”) kinase-dependent signaling, lowered activity of 
mitochondrial respiration, and inherent caloric restriction. Thus, multiple longevity pathways 
converge on the autophagic cascade to extend lifespan. Inactivation of autophagy also lowers 
cell size in this organism. Autophagy genes act downstream of the inzulin/IGF-1 and TFG-  
signaling pathways to control cell growth. Together, these results may contribute to the better
understanding of how compromised autophagy in humans leads to various age-related 
diseases, such as cancer, neurodegeneration, stroke and hearth failure.
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